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초    록
본 연구에서는 인간유래 카델리시딘 펩타이드(LL37)가 갖는 
항균성 및 다양한 생체활성을 이용하여 다양한 기능성을 갖는 
창상피복재를 제조하고자, 전기방사를 통해 제조한 실크피브로인 
나노섬유 지지체에 LL37의 항균성 모티프(Cys-KR12)를 
EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 반응을 통해 화학적으로 
고정화하였다. 고정화 반응 결과 나노섬유의 형태학적 구조가 
파괴되지 않고 그대로 유지되었으며, Ellman’s assay 결과 모든 
조건에서 90% 이상의 높은 반응 수율을 나타냈다. 또한 양전하를 
띠는 Cys-KR12의 고정화로 인하여 나노섬유 표면의 전하가 
음전하에서 양전하로 바뀌었으며, XPS를 통한 원소 분석 
결과에서도 리신과 아르기닌으로 인하여 C-N 결합의 피크와 N/C 
ratio가 증가하였다. 이를 통해 표면에 Cys-KR12가 성공적으로 
고정화되었음을 확인하였다. 
Cys-KR12의 고정화 밀도에 따른 실크피브로인 나노섬유 
지지체의 항균성을 평가한 결과, 고정화 밀도가 0.60 nmol/cm2 
이상인 K200과 K500에서 높은 항균성을 나타냈으며 바이오필름 
역시 형성되지 않았다. 더욱이 나노섬유 지지체 표면에 고정화된 
Cys-KR12가, 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진하였으며, 지질다당류에 의한 대식세포의 
종양괴사인자알파 발현을 효과적으로 억제하였다. 따라서 
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체는 
항균성뿐만 아니라 다양한 생체활성을 부여할 수 있으므로 
다기능성 창상피복재로서 활용이 가능할 것으로 기대된다.
주요어: 실크피브로인, 항균성 펩타이드, 나노섬유, 창상피복재, 
고정화
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제 1 장 서    론
상처 치료는 의료분야에 있어서 가장 중요한 부분 중 하나이다. 
미국의 경우, 만성 창상으로 인하여 연간 650만 명의 환자가 
발생하고 있으며, 이로 인한 만성 창상 치료에 사용되는 비용이 
연간 25억 달러에 이른다[1]. 특히, 피부 상처의 경우 상처 치료가 
제대로 이루어지지 않으면 박테리아에 쉽게 감염된다. 박테리아에 
감염되면, 염증 반응이 지속되고 콜라겐 합성이 저해될 뿐만 아니라 
피부 세포의 재상피화가 늦춰져 결국 상처 치유가 지연된다[2]. 
또한 박테리아가 고체 표면에 부착하여 고착화되면 세포외 고분자 
물질(extracellular polymeric substances, EPS)로 둘러싸인 
형태의 바이오필름을 형성하게 되는데, 이렇게 바이오필름이 
형성되면 면역체계나 항생제에 의해 쉽게 제거가 되지 않고, 
내독소를 배출하여 패혈증을 유발하며, 심한 경우 사망에 
이르기까지 한다[2, 3]. 따라서 박테리아로 인한 감염 및 
바이오필름 형성을 예방하는 것이 상처 치료에 있어서 가장 중요한 
부분이다. 
일반적으로 상처 치료 시 외부로부터 박테리아의 유입을 차단하고 
상처를 빠르게 회복시키기 위해서 상처 부위에 창상피복재를 
덮어준다. 창상피복재에는 생체적합성이 우수한 다양한 종류의 
천연고분자(실크, 셀룰로오스, 젤라틴, 키토산, 알지네이트 등)와 
합성고분자(폴리우레탄, 폴리비닐알코올, 폴리락티드, 
폴리카프로락톤 등)가 사용되고 있다[4]. 또한 그 제조 형태에 
있어서도 나노섬유, 직물, 부직포, 필름, 폼, 하이드로젤, 
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하이드로콜로이드, 하이드로파이버 등 다양한 형태가 이용되고 
있다[5]. 이 중 실크피브로인(silk fibroin, SF)은 실크 단백질의 
주요 성분으로, 기계적 강도가 우수하고 면역반응을 잘 일으키지 
않을 뿐만 아니라 생체적합성이 매우 우수하여 생체재료로 
각광받고 있다[6]. 더욱이, 실크피브로인은 카르복실기, 아민기, 
수산기, 페놀기 등 다양한 관능기를 통하여 쉽게 개질이 가능하다는 
장점이 있다[7]. 이러한 이유로 실크피브로인을 기반으로 한 외과용 
봉합사나 조직공학용 지지체와 같은 의료용 소재에 대한 연구가 
많이 진행되고 있다[6]. 특히, 실크피브로인은 창상피복재로서 
우수한 성능을 보이며, 이에 따라 다양한 형태로 제조되었다[8]. 
다양한 제조 방법 중 전기방사법을 이용하여 제조한 나노섬유 
지지체는 세포외 기질(extracellular matrix, ECM)의 구조를 
모사할 수 있을 뿐만 아니라 비표면적이 넓어 재료 표면의 개질을 
용이하게 해준다는 장점을 갖고 있어, 창상피복재의 제조에 있어 
전기방사법이 많이 이용되고 있다[5, 9]. 하지만 실크피브로인 
단독으로는 항균성을 갖지 못하기 때문에, 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유를 창상피복재로 적용함에 있어 항균성 부여를 위한 
개질이 반드시 필요하다[10].
일반적으로 피부 상처나 창상피복재의 박테리아 감염 및 
바이오필름 형성을 예방하기 위해서 페니실린이나 메티실린과 같은 
항생제를 사용해왔다. 하지만 기존 항생제에 대해 내성을 갖는 
박테리아가 보고됨에 따라, 기존 항생제의 사용량은 줄어들고 
있다[11]. 이에 대한 대안으로 다양한 항균성 물질(사차암모늄 
화합물[12], 은 이온 혹은 은 나노입자[13], 키토산과 같은 항균성 
고분자[14] 등)을 상처 치료에 시도해왔다. 특히, 은을 함유하는 
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물질은 우수한 항균성을 갖는 것으로 보고되었다[15]. 하지만 
이러한 항균성 물질들 역시 세포 독성이 존재하고 효능이 낮다는 
단점이 존재한다[12, 13, 16-18].
이러한 이유로 최근에는 항균성 펩타이드(antimicrobial peptide, 
AMP)가 항생제의 새로운 대안으로 각광받고 있다. 항균성 
펩타이드는 포유류나 곤충, 어류, 양서류, 박테리아 등 다양한 
생물체 내에 존재하는 물질로, 외부에서 침입한 박테리아나 곰팡이, 
바이러스 등으로부터 생체를 보호하는 기능을 하고 있다[19, 20]. 
항균성 펩타이드는 다양한 구조를 갖고 있지만, 주로 알파나선 
구조에 양친매성 도메인을 가지며 양전하를 띠는 특징을 갖는다. 
그리고 이러한 양친매성 도메인과 양이온성의 구조적 특징을 통해 
박테리아의 세포막을 파괴시킴으로써 항균성을 갖는다고 알려져 
있다[19, 20]. 또한 항균성 펩타이드는 박테리아에 항균기작을 
나타내는 시간이 빠를 뿐만 아니라 효능이 우수하며, 다양한 
미생물에 대해 항균성을 나타내는 장점이 있다. 더욱이 항균성 
펩타이드는 이미 생체 내에서 미생물에 대한 방어 기작으로 
작용하고 있기 때문에, 기존 항생제의 가장 큰 문제점이었던 내성이 
아직까지는 보고되지 않아 보다 안전하다는 장점이 있다[21]. 특히, 
박테리아로부터 생산한 항균성 펩타이드의 일종인 나이신은 이미 
식품 보존제로 미국 식품의약국으로부터 승인을 받아 사용되고 
있다. 뿐만 아니라 다수의 제약회사들이 현재 항균성 펩타이드를 
치료에 사용하기 위해 개발하고 있으며, 일부는 임상시험 중에 
있다[22].
본 실험에 사용한 KR12(KRIVKRIKKWLR)는 인간유래 
카델리시딘 펩타이드(human cathelicidin peptide, LL37)의 가장 
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짧은 항균성 모티프로[23-25], LL37은 인체의 다양한 상피 
세포나 면역세포에서 분비된다[26]. LL37은 인체 내에서 
항균성뿐만 아니라 내독소를 중화시키고[27], 염증 반응을 
조절하며[28], 상피 세포의 이동・증식・분화를 통한 
재상피화[29-33] 및 신생혈관 재생[34-36]을 통해 상처 치유를 
촉진하는 등 다양한 생체활성을 갖는다. 하지만 LL37이 상처 
치유에 있어서 이렇게 다양한 기능성을 가짐에도 불구하고, 
잠재적인 세포 독성이 존재한다는 점과, 생체 내에서 다양한 효소에 
의해 가수분해 될 수 있다는 점 때문에 그 사용이 제한되고 
있다[37-40]. 이로 인하여 항균성 펩타이드의 세포 독성을 낮추고 
안정성을 향상시키고자, 항균성 펩타이드를 재료 표면에 고정화하는 
연구가 진행되어 왔다. 의료용 소재 분야에서는 도뇨관[41-43], 
치과 및 정형외과용 임플란트[44-46], 인공 각막[47] 등에 항균성 
펩타이드를 고정화한 연구가 보고되었다. 하지만 항균성 펩타이드가 
상처 치유에 있어 다양한 기능성을 가짐에서 불구하고, 항균성 
펩타이드를 창상피복재에 적용한 사례는 극히 드물며[48-50], 
항균성 펩타이드를 재료 표면에 고정화하였을 때 다양한 기능성이 
유지되는지에 관한 연구는 아직까지 진행되지 않았다.
본 연구에서는 항균성 펩타이드(Cys-KR12)를 화학적 반응을 
통해 전기방사한 실크피브로인 나노섬유 지지체에 고정화하고, 
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 표면 
특성에 대하여 분석하였다. 그리고 항균성 펩타이드의 고정화 
밀도를 달리하여, 병원성 박테리아에 대한 항균성을 평가하였다. 
또한 표면에 고정화된 항균성 펩타이드가 각질세포 및 
섬유아세포의 증식, 각질세포의 분화, 대식세포에 의한 염증성 
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시토카인의 발현에 미치는 영향에 대해 평가함으로써, 항균성 
펩타이드가 고정화된 실크피브로인 나노섬유 지지체의 다양한 
생체활성 부여에 따른 창상피복재로서의 응용가능성을 고찰하였다. 
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제 2 장 문헌연구
2.1. 실크피브로인
2.1.1. 생체재료로서의 실크피브로인
실크 단백질은 인시목(Lepidoptera)이나 거미강(Arachnida)과 
같은 절지동물이 분비하는 섬유형태의 단백질로, 종에 따라 
아미노산 조성이나 물리적 성질 등이 매우 다양하다. 그 중 
가잠(Bombyx mori)의 누에고치로부터 얻는 실크 단백질은 두 
가닥의 실크피브로인 섬유를 실크세리신이 감싸고 있는 구조로, 
기계적 강도가 매우 우수하여 오래 전부터 섬유산업에 이용되어 
왔다. 실크피브로인은 390kDa의 H사슬과 25kDa의 L사슬이 
이황화 결합으로 연결되어 있는 구조로, 실크세리신이 체내에서 
면역반응을 일으키는데 반해, 실크피브로인은 면역반응을 일으키지 
않고, 생체적합성이 매우 우수하다고 알려져 있다[6].
실크피브로인은 생체적합성이 우수하다는 점 때문에 최근 
생체재료로서 많은 연구가 진행되어 왔다. 주로 골재생[51-54], 
연골재생[55, 56], 인공고막[57, 58], 인공혈관[59-61] 등 
조직공학용 지지체로 이용하고자 하는 시도가 많았으며, 특히 
창상피복재로서 우수한 생체적합성을 나타내었다[62-64]. You et 
al.[65]은 키틴과 실크피브로인을 혼합하여 전기방사한 나노섬유가 
키틴으로만 구성된 나노섬유에 비하여 각질세포의 부착 및 확산이 
잘 된다고 보고하였으며, Roh et al.[66]은 실크피브로인과 
알긴산을 혼합한 스폰지가 상업적으로 판매되는 거즈 형태의 
창상피복재에 비하여 상처 치유를 촉진한다고 보고하였다. 또한 Gil 
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et al.[8]은 실크피브로인을 필름, 층상 구조의 다공성 필름, 
전기방사한 나노섬유 세 가지 형태로 제조하고, 상업적으로 
판매되는 하이드로콜로이드 형태의 창상피복재와 상처 치유 효과를 
비교하였다. 그 결과 전기방사한 나노섬유가 가장 높은 상처 치유 
효과를 보이는 것을 확인함으로써, 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유가 창상피복재로서 우수한 성능을 지님을 확인하였다.
2.1.2. 항균성을 부여한 실크피브로인 지지체
실크피브로인은 그 자체로는 미생물에 대한 항균성이 없기 
때문에, 많은 연구진들이 실크피브로인에 항균성을 부여하기 위한 
연구를 진행하였는데, 주로 항균성을 갖는 물질을 물리적으로 흡착 
또는 혼재시키거나, 화학적으로 고정화하여 실크피브로인에 
항균성을 부여하였다.
항균성 물질로는 항생제의 일종인 테트라사이클린[67, 68]과 
젠타마이신[69]을 이용하여 실크피브로인에 항균성을 부여한 
연구사례가 있었으며, 천연추출물인 카테킨[70], 감귤추출물[71], 
커큐민[72, 73], 알로에 베라[74] 등을 이용하여 실크피브로인에 
항균성을 부여한 연구사례도 있었다. 최근에는 금속 나노입자인 은 
나노입자[75-79]를 이용하여 항균성을 부여하려는 연구가 주를 
이루었으며, 티타늄 옥사이드 나노입자[80]를 이용하여 항균성을 
부여한 연구사례도 존재했다. 또한 항균성 고분자로 알려진 
키토산[81-83]이나 폴리에틸렌이민[84]을 이용하여 항균성을 
부여한 사례도 있었으며, 항균성 펩타이드[85-87]를 이용하여 
항균성을 부여한 사례도 존재했다.
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2.2. 항균성 펩타이드
2.2.1. 항균성 펩타이드의 특징 및 기작
항균성 펩타이드는 인간을 비롯하여 포유류, 식물, 곤충, 어류, 
양서류, 박테리아 등 다양한 생물체 내에 존재하는 물질로, 
일반적으로 10-50개의 아미노산으로 구성된 작은 크기의 
분자이다. 포유류의 경우, 대다수의 항균성 펩타이드가 상피세포나 
백혈구에서 만들어지는데, 이는 항균성 펩타이드가 외부로부터 
침입한 박테리아나 곰팡이, 바이러스 등으로부터 생체를 보호하는 
1차적인 역할을 하기 때문이다[19, 20].
항균성 펩타이드는 기원에 따라 다양한 구조를 갖고 있다. 인간에 
존재하는 LL37이나 누에나방에 존재하는 세크로핀, 개구리에 
존재하는 마가이닌 같은 경우에는 알파나선 구조를 가지고 있으며, 
디펜신 계열의 경우에는 이황화 결합으로 연결된 베타시트 구조를 
가지고 있다. 또한 인간에 존재하는 히스타틴이나 소에 존재하는 
인돌리시딘의 경우에는 알파나선 구조나 베타시트 구조가 아닌 
선형구조를 가지고 있다. 항균성 펩타이드는 같은 종에서조차 서로 
다른 구조를 갖지만, 공통적으로 친수성 도메인과 소수성 도메인 
모두를 갖는 양친매성 구조에 양전하를 띤다는 특징을 지닌다[19, 
20].
항균성 펩타이드가 박테리아에 대해 항균성을 나타내는 기작은 
앞서 언급한 공통적인 구조적 특징에서 기인한다. 박테리아의 
세포막은 산성의 인지질로 구성되어 있어 음전하를 띠기 때문에, 
양전하를 띠는 항균성 펩타이드와 정전기적 인력에 의해 
가까워지게 되고, 이후 소수성 도메인과 박테리아 세포막의 인지질 
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부분이 소수성 상호작용에 의하여 결합하게 된다. 세포막과 결합한 
항균성 펩타이드의 양이 많아지면, 인지질이 이동하면서 세포막 
구조가 바뀌게 되고, 결국 세포막에 구멍이 뚫리거나 세포막이 
파괴되게 된다. 세포막이 파괴되면 세포 내부의 칼륨 이온이 
바깥으로 빠져 나오기 때문에 박테리아가 죽게 되는 것이다. 반면 
진핵세포의 경우 세포막이 양쪽성의 인지질로 구성되어 있고, 
콜레스테롤 분자가 세포막에 존재하기 때문에 상대적으로 정전기적 
인력이 낮다. 또한 일반적으로 항균성 펩타이드의 소수성은 그리 
높지 않기 때문에, 진핵세포의 양쪽성 인지질과는 잘 결합하지 
못한다. 따라서 진핵세포에는 독성을 나타내지 않고, 박테리아에 
대해서 선택적인 독성을 나타내게 되는 것이다[88, 89].
2.2.2. 항균성 펩타이드의 다양한 기능성
항균성 펩타이드는 항균성뿐만 아니라 생체 내에서 다양한 기능을 
수행한다. 특히 인체에 존재하는 여러 항균성 펩타이드 중 유일한 
카델리시딘 계열의 펩타이드인 LL37의 경우 다른 항균성 
펩타이드에 비해 매우 다양한 기능을 수행한다. Rosenfeld et 
al.[27]과 Mookherjee et al.[28]에 따르면 LL37은 그람 
음성균의 세포벽 구성물질인 지질다당류(lipopolysaccharide, 
LPS)를 중화시키거나 지질다당류의 수용체와 경쟁적으로 
결합함으로써, 지질다당류에 의한 대식세포의 염증성 시토카인의 
분비를 억제한다고 한다. LL37의 또 다른 기능 중 하나는 상처 
치유를 촉진시키는 것이다. LL37은 상피 세포의 이동 및 증식, 
분화를 촉진[29-33]시키고 신생혈관 재생을 촉진하는 것으로 
알려져 있다[34-36]. Chereddy et al.[90]은 LL37을 
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폴리(락티드-글리콜리드) 공중합체 나노입자에 담지하여 쥐의 상처 
부위에 투여한 결과, 콜라겐 합성 및 재상피화, 신생혈관 재생이 
촉진되었음을 확인하였고, 이를 통해 LL37이 상처 치유에 있어 
다양한 기능을 가진다는 것을 확인하였다. 
2.2.3. 항균성 펩타이드의 고정화 방법
항균성 펩타이드를 재료 표면에 화학적으로 고정화하는 방법은 그 
재료의 표면 특성에 따라 다양하게 달라진다. 주로 항균성 
펩타이드의 N-말단이나 곁사슬에 존재하는 아민기를 이용하여 
재료 표면에 고정화를 하였다. 카르복실기를 갖는 표면의 경우는 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide(EDC)/N-hy
droxysuccinimide(NHS)를 이용하여 아민기와 반응시켜 
고정화하였고[85, 91], 에폭시기를 갖는 표면의 경우 아민기에 
의한 친핵성 개환반응에 의해 고정화를 하였다[41]. 또한 아민기를 
갖는 표면의 경우 글루타르알데히드를 링커로 이용하여 항균성 
펩타이드의 아민기와 반응시켜 고정화였다[92]. 하지만 이렇게 
항균성 펩타이드의 아민기를 이용하여 고정화할 경우, N-말단과 
곁사슬의 아민기 모두 반응에 참여할 수 있기 때문에 특이적인 
방향으로 고정화할 수 없다는 문제점이 있다.
이에 따라 항균성 펩타이드의 말단에 티올기를 갖는 시스테인을 
도입하여 특이적인 방향으로 고정화하는 방법이 제안되었다. 
티올기의 경우 말레이미드기의 이중결합에 특이적으로 반응하기 
때문에 이를 이용한 방법이 주를 이루었고[93, 94], 티올기를 갖는 
표면과 이황화 결합을 통해 고정화한 사례도 있었다[95]. 또한 
아크릴기를 갖는 하이드로젤의 경우에는 빛에 의해 하이드로젤 
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제조와 고정화 반응을 동시에 진행하기도 하였으며[96, 97], 
표면을 폴리도파민으로 코팅한 경우에는 티올기와 아민기 모두를 
이용하여 고정화하는 것도 가능하였다[43]. 최근에는 항균성 
펩타이드 말단에 아자이드기를 도입하여 알킨기를 갖는 표면에 
보다 특이적으로 고정화하기도 하였다[46]. 
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제 3 장 재료 및 방법
3.1. 재료
실험에 사용한 재생 실크피브로인은 가잠(Bombyx mori) 
누에고치로부터 얻었다. 먼저, 건조된 가잠 누에고치를 100℃의 
0.3%(w/v) 올레산나트륨과 0.2%(w/v) 탄산나트륨 수용액에서 
1시간 동안 정련하여 세리신을 제거하였다. 정련된 누에고치는 
증류수로 수세한 뒤 건조하였다. 이후 정련된 누에고치를 1:5의 
욕비로 60℃의 9.3 M 브롬화리튬 수용액에서 4시간 동안 용해한 
뒤 증류수로 3일간 투석하여 실크피브로인 수용액을 얻었고, 이를 
다시 동결 건조하여 스펀지 형태의 재생 실크피브로인을 얻었다.
실험에 사용한 Cys-KR12(CKRIVKRIKKWLR, >95% 
purity)(Figure 1)는 ㈜BeadTech로부터 구입하였으며, 별도로 
명시하지 않은 시약은 모두 Sigma Aldrich에서 구입하였다.
3.2. 항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 제조
3.2.1. 전기방사
전기방사를 위하여 재생 실크피브로인을 포름산에 11%(w/v)로 
4시간 동안 용해하여 방사원액을 제조하였다. 이후 방사원액을 
주사기에 옮겨 담아 13 kV의 전압, 0.3 mL/h의 유속으로 24시간 
동안 황산지 위에 전기방사하였다. 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유 지지체는 에탄올에 1시간 동안 침지하여 결정화하였다.
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Figure 1. Chemical structure of Cys-KR12. Peptide 
sequence is NH2-CKRIVKRIKKWLR-COOH. (blue: basic 
residue, red: hydrophobic residue, green: thiol group of 
cysteine residue)
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3.2.2. 항균성 펩타이드의 고정화
Cys-KR12를 고정화하기 위한 반응은 EDC/NHS와 
티올-말레이미드 반응을 이용하여 3단계로 진행하였다(Figure 2). 
먼저, 실크피브로인 나노섬유 지지체를 충분히 수화시키기 위하여 
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid(MES) 완충용액(pH 
6.0)에 1시간 동안 침지시켰다. 그리고 EDC(0.4 mg/mL)와 
NHS(0.6 mg/mL)를 넣고 15분간 반응시켜 카르복실기를 활성화 
시켰다. 이후 말레이미드기를 도입하기 위하여 pH 7.4의 
인산완충생리식염수(phosphate buffered saline, PBS)에서 
N-(2-aminoethyl)maleimide(AEM) 링커(0.2 mg/mL)와  2시간 
동안 반응시키고, 반응 후 증류수로 세 번 수세하였다. 마지막으로, 
AEM 링커가 도입된 실크피브로인 나노섬유 지지체(SF-AEM)를 
다양한 농도(50, 100, 200, 500 μg/mL)의 Cys-KR12 용액에 
넣고 pH 7.4의 PBS 완충용액에서 4시간 동안 반응시켜 
Cys-KR12를 고정화하였다. 반응이 끝난 후, 미반응물을 제거하기 
위하여 증류수로 세 번 수세하였다. 시료명은 고정화에 사용한 
Cys-KR12 용액의 농도로 명명하였으며, Table 1에 표기하였다. 
3.3. 표면 특성 분석
3.3.1. 형태학적 구조
제조한 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면의 형태학적 구조를 
살펴보기 위하여 전계방출형 주사전자현미경(Field Emission 
Scanning Electron Microscope, FE-SEM)(SUPRA, Carl Zeiss, 
Germany)을 이용하였다. 주사전자현미경 사진 중 섬유 100개를 
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Figure 2. Reaction scheme for immobilization of 
Cys-KR12 on SF nanofiber matrix using EDC/NHS and 
thiol-maleimide chemistry.
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Table 1. Sample identification with concentrations of 
Cys-KR12 solution.
Sample ID Pristine SF K50 K100 K200 K500
Concentration 
of Cys-KR12 
(μg/mL)
- 50 100 200 500
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임의 선정한 후, Image J 소프트웨어를 이용하여 나노섬유의 평균 
직경 및 분포를 측정하였다.
3.3.2. 항균성 펩타이드의 정량
표면에 고정화 된 Cys-KR12의 양은 Ellman’s assay를 
이용하여 정량화하였다. 먼저, 고정화 반응 전 용액과 고정화 반응 
후 남아 있는 용액 20 μL를 각각 96-well pate에 옮긴 후, 
Ellman 시약(5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid), DTNB) 
(Thermo Scientific, USA) 200μL를 넣고 상온에서 15분간 
반응시켰다. 이후 412 nm에서의 흡광도를 마이크로 플레이트 
리더기(Microplate reader)(Synergy HT, Bio-Tek instruments, 
USA)를 이용하여 측정하였다. 반응 수율(1) 및 고정화 밀도(2)는 
다음 식을 이용하여 계산하였다.


× (1)

×
(2)
where,  : reaction yield
 : immobilization density
 : initial concentration of the peptide solution
 : final concentration of the peptide solution
 : volume of the peptide solution
 : surface area of the nanofiber matrix
나노섬유의 표면적은 나노섬유를 원기둥 모양으로 가정하고 식 
(3)과 (4)를 이용하여 계산하였다.
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



 (3)


(4)
where,  : mean diameter of the nanofiber
 : length of the nanofiber
 : mass of the nanofiber matrix in air
 : density of the nanofiber
나노섬유의 밀도는 공기 중에서의 질량과 헥산 속에서의 질량을 
측정하여 이를 다음 식(4)에 대입하여 계산하였다.
 
 
× (5)
where,  : mass of the nanofiber matrix in n-hexane
 : density of hexane at measured temperature
3.3.3. 제타 전위 측정
항균성 펩타이드의 고정화에 따른 표면 전하의 변화를 확인하기 
위하여 전기영동 광산란 광도계(Electrophoretic Light Scattering 
Spectrophotometer, ELS)(ELS-8000, Otsuka Electronics, 
Japan)로 나노섬유 지지체 표면의 제타 전위를 측정하였다. 측정은 
pH 7.0의 증류수에 침지하여 나노섬유 지지체를 수화시킨 후 
25℃에서 측정하였다.
3.3.4. 표면 원소 분석
항균성 펩타이드 고정화에 따른 표면의 원소 변화를 확인하기 
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위하여 X선 광전자 분광법(X-ray Photoelectron Spectroscopy, 
XPS)(SIGMA PROBE, Thermo Scientific, USA)을 실시하였다. 
X선원은 Al Kα(hν=1486.6 eV) 단색광을 사용하였으며, 
0.0-1000.0 eV 범위를 1.0 eV 간격으로 survey scan 하였다. 
고해상도의 XPS 스펙트럼은 C1s의 전자결합에너지인 285.0 eV를 
기준으로 하여, C1s(278.0-298.0 eV), N1s(392.0-412.0 eV), 
O1s(524.0-544.0 eV)를 0.1 eV 간격으로 분석하였다.
3.4. 항균성 평가
3.4.1. 박테리아 배양
항균성 평가 실험에는 2종의 그람 양성균과 2종의 그람 음성균을 
사용하였다. 그람 양성균으로는 황색포도상구균(Staphylococcus 
aureus, ATCC 25923)과 표피포도상구균(Staphylococcus 
epidermidis, ATCC 12228)을 사용하였으며, 그람 음성균으로는 
대장균(Escherichia coli, ATCC 9637)과 녹농균(Pseudomonas 
aeruginosa, ATCC 15692)을 사용하였다. 박테리아는 
Luria-Bertani(LB)(BD Difco) 배지와 한천 평판 위에서 37℃ 
조건으로 배양하였다. 접종균액의 농도는 600 nm에서의 흡광도를 
마이크로 플레이트 리더기로 측정하여 조절하였다.
3.4.2. 최소저지농도
본 실험에 사용한 Cys-KR12의 용액 상태에서의 항균성을 
확인하기 위하여, 배지미량희석법(broth microdilution method)을 
이용하여 4종의 박테리아에 대하여 최소저지농도(minimum 
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inhibitory concentration, MIC)를 측정하였다. 이를 위하여 
Cys-KR12를 PBS 완충용액에 1-40 μg/mL의 농도로 녹여 
Cys-KR12 용액을 제조하였다. 이후 96-well polypropylene 
plate에 Cys-KR12 용액 50 μL와 접종균액(1×106 CFU/mL) 
50 μL를 넣고 37℃에서 20시간 동안 진동 배양하였다. 
박테리아의 성장을 확인하기 위해 1시간 간격으로 600 nm에서의 
흡광도를 측정하였으며, 최소저지농도는 박테리아의 성장을 
저지하는 Cys-KR12 용액의 최소 농도로 정의하였다.
3.4.3. 지지체의 항균성 평가
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성은 JIS Z 2801 방법을 이용하여 4종의 박테리아에 대해 
평가하였다. 먼저, 50 μL의 접종균액(1×105 CFU/mL)을 제조한 
시료에 접종한 후 37℃에서 4시간 동안 배양하였다. 이후 시료를 
24-well plate에 옮겨 1 mL의 PBS 완충용액에 침지시킨 후 
5분간 초음파 수조(KODO JAC-4020, 40 kHz)에서 초음파 
처리를 하여, 지지체에 붙어 있던 박테리아를 용액 속으로 다시 
분산시켰다. 초음파 처리를 하여 분산시킨 박테리아 현탁액을 
10배로 단계희석한 후, 50 μL의 박테리아 현탁액을 다시 LB 한천 
평판에 도말하고, 이를 37℃에서 24시간 동안 배양하여 형성된 
군락의 수를 측정하였다.
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성이 장시간 안정적으로 유지되는지를 확인하기 위하여 PBS 
완충용액에 침지한 후, 3주 동안 37℃와 4℃에서 보관하였다. 
1주일 간격으로 보관하고 있던 시료를 꺼내어 전과 동일한 
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방법으로 황색포도상구균과 대장균에 대하여 항균성을 평가하였다. 
정균감소율(bacterial reduction)은 형성된 군락의 수를 측정하여 
다음 식에 따라 계산하였다.


× (6)
where,  : bacterial reduction
 : colony forming unit of Pristine SF
 : colony forming unit of K200
3.4.4. 지지체의 바이오필름 형성 유무 평가
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
바이오필름 형성 유무는 FE-SEM으로 확인하였다. 이를 위해 먼저 
50 μL의 접종균액(1×106 CFU/mL)을 시료에 접종한 후 
37℃에서 24시간 동안 무진동 배양하였다. 이후 시료를 PBS 
완충용액으로 세 번 수세한 뒤, 2.5%(v/v) 글루타르알데히드 
용액으로 박테리아 세포를 고정화하였고, 다시 고정화된 시료를 
FE-SEM 관찰을 위하여 에탄올 수용액으로 탈수하였다. 
3.5. 세포적합성 평가
3.5.1. 세포 배양
세포적합성 평가에는 인간유래 각질세포(human keratinocyte, 
HaCaT), 인간유래 진피 섬유아세포(human dermal fibroblast, 
NHDF), 쥐유래 대식세포(murine macrophage, Raw 264.7) 
이렇게 3종의 동물세포를 사용하였다. 세포 배양에는 10%(v/v)의 
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소태아혈청과 1%(v/v)의 페니실린/스트렙토마이신을 첨가한 
둘베코수정이글배지(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 
DMEM)(Corning)를 사용하였으며, 37℃에서 5% CO2 조건으로 
배양하였다.
3.5.2. 세포 독성 평가
본 실험에 사용한 Cys-KR12의 용액 상태에서의 세포 독성을 
평가하기 위하여 MTT assay를 실시하였다. 각질세포와 
섬유아세포를 각각 96-well plate에 10,000 cells/well의 농도로 
접종한 뒤 24시간 동안 배양하였다. 이후 무혈청배지에 
Cys-KR12를 1-1,000 μg/mL의 농도로 녹인 뒤, 세포 배지를 
Cys-KR12 용액으로 바꿔주고 24시간 동안 더 배양하였다. 
24시간 배양 후, 3-​(4,5-​Dimethyl-​2-​thiazolyl)​-​2,5-​
diphenyl-​2H-​tetrazolium bromide(MTT) 용액(5 mg/mL) 10 
μL를 세포 배지에 첨가하여 4시간 동안 반응시켰다. 형성된 
불용성의 포르마잔 결정을 다시 150 μL의 디메틸술폭시드에 
30분간 용해한 뒤, 570 nm에서의 흡광도를 마이크로 플레이트 
리더기를 통해 측정하였다. 상대적 세포 생존율은 아무 처리를 하지 
않은 대조군을 기준으로 계산하였으며, 반수치사량(lethal dose 50, 
LD50)은 Origin 소프트웨어를 통해 DoseResp sigmoidal curve 
fitting을 하여 계산하였다.
3.5.3. 세포 증식능 평가
Cys-KR12가 고정화된 실크피브로인 나노섬유 지지체의 세포 
증식능을 평가하기 위하여 각질세포와 섬유아세포의 대사활성 및 
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DNA 양을 측정하였다. 먼저, 96-well plate에 세 가지 
시료(Pristine SF, K200, K500)를 올려놓고, 그 위에 각각의 
세포를 2,000 cells/well로 접종하여 10일간 배양하였다.
세포의 대사활성은 CellTiter-Blue® cell viability assay를 
이용하여 측정하였다. 1, 4, 7, 10일차에 10배 농도의 
CellTiter-Blue® 시약(Promega) 20 μL를 200 μL의 배지에 
희석하여 각 well에 넣어준 뒤 5시간 동안 반응시켰다. 이후 세포 
배지 150 μL를 black 96-well plate로 옮긴 뒤, 마이크로 
플레이트 리더기로 형광강도(Ex: 560 nm, Em: 590 nm)를 
측정하였다.
세포의 DNA 양은 QuantiFluor® dsDNA assay를 이용하여 
측정하였다. 1, 10일차에 세포를 배양한 지지체를 PBS 
완충용액으로 세 번 수세한 후, 1.5 mL 마이크로튜브로 옮겨 담아 
TIANamp Genomic DNA kit(Qiagen)를 이용하여 DNA를 추출 
및 정제하였다. 이후 정제된 DNA 시료 100 μL와 QuantiFluor® 
dsDNA 시약(Promega) 100 μL를 black 96-well plate에 옮겨 
5분간 상온에서 반응시킨 뒤, 마이크로 플레이트 리더기를 이용하여 
형광강도(Ex: 504 nm, Em: 531 nm)를 측정하였다.
세포의 대사활성 및 DNA 양은 1일차 값에 대한 변화량(fold 
change)으로 계산하여 표기하였다. 
3.5.4. 웨스턴 블로팅(western blotting)
각질세포의 분화 정도를 평가하기 위하여 각질세포의 분화 표지인 
인볼루크린(involucrin)을 웨스턴 블로팅하였다. 이를 위해 먼저, 
시료(Pristine SF, K200, K500)를 48-well plate에 올려놓고, 그 
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위에 각질세포를 20,000 cells/well의 농도로 접종하여 10일간 
배양하였다. 대조군으로는 시료를 올려놓지 않은 tissue culture 
plate(TCP)를 사용하였다. 배양된 세포로부터 단백질을 추출하기 
위하여, 시료를 세 번 수세한 후 RIPA 완충용액(Amresco)으로 
세포를 용해하고, 이를 Amicon® Ultra Centrifugal Filter(Merck 
Millipore)(MWCO 3,000)를 이용하여 농축하였다.
농축된 단백질 추출액의 농도를 BCA assay kit(Thermo 
Scientific)를 이용하여 측정한 뒤, 같은 농도로 희석하여 
SDS-폴리아크릴 아마이드 젤 전기영동(Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)을 실시하였다. 
젤은 10% 폴리아크릴 아마이드 젤(Mini-PROTEAN® TGX™ 
Precast Gels, Bio-Rad)을 사용하였다.
전기영동으로 분리한 단백질을 Trans-Blot® Turbo™ Transfer 
System(Bio-Rad)을 이용하여 PVDF(Polyvinyliden difluoride) 
막(Bio-Rad)에 옮긴 후, 5%(w/v) 탈지유를 첨가한 PBST(PBS 
with 0.05% Tween 20) 용액을 처리하여 단백질의 
비특이적결합을 차단하였다. 탈지유 처리한 PVDF 막에 1, 2차 
항체를 각각 1시간씩 처리하고, 각 처리가 끝날 때마다 30분간 
PBST로 세 번씩 수세하였다. 이후 겨자무과산화효소(horseradish 
peroxidase, HRP) 기질(West Pico Chemiluminescent 
Substrate, Thermo Scientific)을 5분간 처리하고, 이를 CCD 
카메라(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad)로 촬영하여 
단백질 밴드 이미지를 얻었다. 1차 항체로는 대조군 단백질인 
베타액틴(β-actin) 항체(mouse anti-human beta actin loading 
control antibody(BA3R), Thermo Scientific)와 분화 표지 
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단백질인 인볼루크린 항체(mouse anti-human involucrin 
antibody(SY5), Thermo Scientific)를 사용하였으며, 2차 
항체로는 겨자무과산화효소가 포함된 항체(HRP-conjugated goat 
anti-mouse IgG (H+L) secondary antibody, Thermo 
Scientific)를 사용하였다. 1, 2차 항체 희석액은 SignalBoost™ 
Immunoreaction Enhancer Kit(Merck Millipore)를 사용하였다. 
밴드의 강도는 Image J 소프트웨어를 사용하여 측정하였으며, 
베타액틴 대비 인볼루크린 강도(involucrin/β-actin)를 계산하여 
나타내었다.
3.5.5. 면역형광법(immunofluorescence)
각질세포의 분화 정도를 형광현미경으로 관찰하기 위하여 
면역형광법을 이용하였다. 앞선 실험과 동일한 조건으로 각질세포를 
10일간 배양한 시료를 PBS 완충용액으로 세 번 수세한 후 
4%(w/v) 파라포름알데히드 수용액에 10분간 침지시켜 세포를 
고정화하였다. 고정화된 세포에 0.25%(v/v)의 Triton X-100과 
1%(w/v)의 BSA를 처리한 후, 1차 인볼루크린 항체와 형광표지된 
2차 항체(Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-mouse IgG 
(H+L) secondary antibody, Thermo Scientific)를 차례대로 
1시간씩 처리하였다. 이후 F-액틴(F-actin)과 세포핵을 염색하기 
위하여 각각 로다민-팔로이딘(rhodamine-phalloidin)(Molecular 
Probe)과 다피(DAPI)(Molecular Probe)로 염색하였다. 염색된 
세포의 관찰은 공초점레이저현미경(Confocal Laser Scanning 
Microscope, CLSM)(TCS SP8, Leica)으로 실시하였다.
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3.5.6. 효소결합면역흡착측정법
지질다당류에 의한 종양괴사인자알파(TNF-α)의 발현을 
효소결합면역흡착측정법(Enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)을 이용하여 측정하였다. 먼저, 시료(Pristine SF, K200, 
K500)를 96-well plate에 올려놓고, 그 위에 대식세포를 50,000 
cells/well의 농도로 접종한 뒤 12시간 동안 배양하였다. 이후 
대장균(0111:B4)에서 추출한 지질다당류를 10 ng/mL로 6시간 
동안 처리하여 대식세포의 면역반응을 활성화시키고, 이를 ELISA 
kit(Novex)를 이용하여 측정하였다. 지질다당류를 처리하기 전과 
후의 세포 배지 50 μL를 바이오틴이 결합된 항체(Ms TNF-α 
Biotin Conjugate) 50 μL와 함께 포획 항체가 코팅된 96-well 
plate에 넣어주고 상온에서 90분간 반응시켰다. 이후 
streptavidin-HRP 용액 100 μL를 넣고 30분간 반응시켜준 뒤, 
TMB(tetramethylbenzidine) 발색체(chromogen) 100 μL를 
넣고 30분간 반응시켰다. 마지막으로 반응을 멈추기 위해 
정지액(stop solution) 100 μL를 넣어준 뒤, 마이크로 플레이트 
리더기를 이용하여 450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.
3.6. 통계처리
정량화된 모든 실험은 세 번씩 반복 실험하였으며, 결과 값은 
평균±표준편차로 나타내었다. Pristine SF와 명시한 시료 간의 
통계적 유의성은 스튜던트 t-검정을 사용하여 확인하였다(*p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). 
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제 4 장 결과 및 고찰
4.1. 항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 표면 특성
4.1.1. 형태학적 구조
전기방사를 통해 제조한 나노섬유 지지체는 세포외 기질이 갖는 
나노 크기의 섬유상 및 다공성 구조를 재현하여, 세포가 부착하고 
증식하는 데 좋은 환경을 제공해주기 때문에, 항균성 펩타이드의 
고정화 후에도 이러한 나노섬유 구조를 유지하는 것이 매우 
중요하다. Figure 3은 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 
항균성 펩타이드를 고정화하기 전과 후의 주사전자현미경 사진이다. 
Figure 3A를 통해 본 실험에서 사용한 전기방사 조건 하에서 
비드(bead)없이 가느다란 나노섬유가 잘 방사되었다는 것을 확인할 
수 있었고, Figure 3B를 통해 Cys-KR12를 고정화한 후에도 
이러한 나노섬유 구조가 유지된다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 
Figure 3C와 3D를 통해 확인할 수 있듯이, Cys-KR12를 
고정화한 후의 실크피브로인 나노섬유 지지체의 평균 섬유 직경은 
356±55 nm로, 고정화 전의 평균 섬유 직경인 354±66 nm와 
차이가 없었으며, 섬유 직경 분포 역시 200-600 nm 범위에서 
비슷한 분포를 갖는 것을 확인하였다.
따라서 본 실험에서 사용한 EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 
반응이 나노섬유 지지체의 형태학적 구조에 영향을 끼치지 않음을 
확인할 수 있었다. 이는 앞서 언급하였듯이 나노섬유 지지체를 
생체재료로 활용함에 있어서 매우 중요한 요소이기에, 본 실험에 
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Figure 3. FE-SEM images of SF nanofiber matrix (A) 
before and (B) after peptide immobilization; Average fiber 
diameter and fiber diameter distribution of SF nanofiber 
matrix (C) before and (D) after peptide immobilization. 
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사용한 EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 반응이 나노섬유 
지지체의 화학적 개질 반응에 적합한 반응이라는 사실을 알 수 
있다.
4.1.2. 고정화 항균성 펩타이드의 정량적 분석
항균성 펩타이드를 표면에 고정화하는 경우 펩타이드의 고정화 
밀도와 고정화 방향, 스페이서(spacer)의 길이나 유연성 등에 의해 
활성이 크게 달라진다[98]. 본 연구에서는 Cys-KR12 용액의 
농도를 달리함으로써 표면에 고정화된 Cys-KR12의 고정화 
밀도를 조절하였다. Figure 4는 Cys-KR12 용액의 농도에 따른 
고정화 밀도와 반응 수율을 나타낸 그래프이다. Cys-KR12 용액의 
농도를 50 μg/mL에서 500 μg/mL로 증가시킴에 따라 
Cys-KR12의 고정화 밀도는 0.15 nmol/cm2에서 1.43 
nmol/cm2로 거의 비례하게 증가하였다. 고정화 반응의 수율 역시 
Cys-KR12의 농도를 증가시킴에 따라 95.9%에서 91.0%로 다소 
감소하기는 하였으나, 모든 조건에서 90% 이상의 높은 수치를 
나타냈다. 
이처럼 매우 높은 반응 수율은 두 가지 요소에 기인한 것으로 
생각된다. 첫 번째는 나노섬유가 가지는 형태학적 구조에 기인한다. 
전기방사로 제조한 나노섬유는 다른 제조형태에 비하여 매우 큰 
비표면적과 다공성 구조를 갖는다. Lee et al.[99]은 전기방사로 
제조한 실크피브로인 나노섬유에 글루타르알데히드를 이용하여 
알파키모트립신을 고정화한 결과, 정련한 실크피브로인 섬유나 
세리신을 함유한 실크피브로인 섬유에 비하여 5배 정도 높은 
고정화 효율을 보였다. Ye et al.[100] 역시 전기방사한 
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Figure 4. Immobilization density of Cys-KR12 and 
reaction yield with various concentrations of Cys-KR12 
measured by Ellman’s assay.
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폴리(아크릴로니트릴-말레산) 공중합체 나노섬유에 리파아제를 
고정화한 결과, 중공사에 비하여 10배 정도 높은 고정화 효율을 
보였다.
두 번째는 티올-말레이미드 반응의 높은 반응성에 기인한다. 
티올-말레이미드 반응은 마이클 첨가반응의 한 형태로, 친핵체가 
알파베타 불포화 카보닐 화합물의 베타 위치에 첨가되는 친핵성 
첨가반응이다. 특히, 티올기는 친핵체 중에서도 전지밀도가 높은 
반면, 말레이미드의 C=C 결합은 결합각 왜곡과 고리 변형 및 시스 
형태의 카보닐기로 인하여 다른 마이클 공여기보다 반응성이 매우 
높다[101].
따라서 전기방사로 제조한 나노섬유의 형태학적 구조와 더불어 
티올-말레이미드 반응의 높은 반응성으로 인하여, Cys-KR12가 
높은 수율로 고정화되었다고 생각된다.
4.1.3. 고정화 항균성 펩타이드의 정성적 분석
Figure 5는 Cys-KR12를 고정화하였을 때 실크피브로인 
나노섬유 지지체 표면의 제타 전위 변화를 나타낸 그래프이다. 
아무런 처리를 하지 않은 Pristine SF는 표면이 음전하를 띠는데, 
이는 실크피브로인의 등전점이 약 pH 4.5 부근이기 때문이다. 
단백질의 등전점은 분자 내 양전하를 띠는 작용기와 음전하를 띠는 
작용기의 전하량 합이 같아, 전체적으로 중성을 띠게 되는 pH를 
말한다. 등전점보다 pH가 높게 되면 산성 작용기가 염기성 
작용기보다 많이 이온화되어 전체적으로 음전하를 띠게 된다. 
반대로 등전점보다 pH가 낮게 되면 염기성 작용기가 산성 
작용기보다 많이 이온화되어 전체적으로 양전하를 띠게 된다. 
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Figure 5. Surface zeta potential of Pristine SF, SF-AEM, 
and K200 measured by ELS at pH 7.0.
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따라서 등전점보다 높은 pH 7.0에서 Pristine SF가 음전하를 띠는 
것이다. SF-AEM의 경우에는 표면이 음전하를 띠고 있긴 하지만, 
Pristine SF에 비하여 표면의 음전하 값이 감소하였다. 이는 산성 
작용기인 카르복실기가 AEM 링커의 아민기와 반응하여 아마이드 
결합을 형성함에 따라, 이온화될 수 있는 카르복실기의 수가 
줄어들었기 때문이다. 반면, K200의 경우 표면전하가 음전하에서 
양전하로 바뀌었는데, 이는 양전하를 띠는 양이온성의 
Cys-KR12가 고정화되었기 때문이다. Cys-KR12의 순전하량(net 
charge)은 +7로, Figure 1에서 볼 수 있듯이 아미노산 서열 13개 
중 산성 아미노산은 존재하지 않으며 C-말단의 카르복실기가 
유일한 산성 작용기이다. 반면 N-말단을 제외한 염기성 아미노산은 
아미노산 서열 13개 중 총 7개로, 아민기를 갖는 리신이 4개, 
구아니딘기를 갖는 아르기닌이 3개 존재한다. 따라서 Cys-KR12의 
고정화에 따른 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면의 제타 전위 
변화는 양전하를 띠는 Cys-KR12의 고정화에 기인한다. Lequeux 
et al.[91] 역시 히알루론산에 항균성 펩타이드인 나이신을 
고정화하고 용액 상태에서의 제타 전위를 측정한 결과, 고정화된 
양이 증가할수록 음전하 값이 줄어드는 것을 확인하였다. 따라서 
제타 전위 변화를 통해 Cys-KR12가 성공적으로 고정화되었음을 
확인하였다.
이러한 변화는 XPS를 이용한 표면의 원소 분석 결과에서도 
동일하게 나타난다. Figure 6A와 6B는 각각 Pristine SF와 
K200의 survey scan 스펙트럼으로, 단백질을 구성하는 원소인 
탄소(C1s), 질소(N1s), 산소(O1s)가 모두 존재하는 것이 
확인되었다. Figure 6C부터 6H는 각각의 원소에 대한 고해상도 
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Figure 6. XPS analysis for characterization of surface 
elemental composition. Survey scan spectra of (A) 
Pristine SF and (B) K200; High resolution C1s spectra of 
(C) Pristine SF and (D) K200; High resolution N1s 
spectra of (E) Pristine SF and (F) K200; High resolution 
O1s spectra of (G) Pristine SF and (H) K200. 
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Figure 6. (continued)
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XPS 스펙트럼이다. Figure 6E와 6F, 6G와 6H에서 볼 수 있듯이, 
질소와 산소의 고해상도 XPS 스펙트럼에서는 큰 차이를 발견하지 
못했다. 하지만 Cys-KR12를 고정화하기 전(Figure 6C)과 
후(Figure 6D)의 탄소의 고해상도 XPS 스펙트럼에서는 차이가 
존재했다. C1s의 피크는 크게 지방족 탄소인 C-C나 C-H에 
해당하는 C1(285.0 eV), C-N이나 C-O 결합에 해당하는 
C2(286.5 eV), 펩타이드의 주사슬인 O=C-N 결합에 해당하는 
C3(288.5 eV)로 분리된다. Table 2는 C1s의 각 피크별 
원자백분율(atomic percent, at%)을 나타낸 것인데, Cys-KR12를 
고정화하였을 때 펩타이드의 주사슬인 O=C-N 함량에는 큰 변화가 
없으나, 지방족 탄소에 해당하는 C-C나 C-H의 함량은 줄고 
C-N이나 C-O의 함량은 증가하였다. 또한 N1s와 C1s의 상대적 
원자백분율 비(N/C ratio) 역시 Cys-KR12의 고정화 이후에 
0.22에서 0.24로 증가하였다. 이는 상대적으로 질소 함량이 높은 
Cys-KR12의 고정화 때문이다. 앞서 언급하였듯이 Cys-KR12는 
아민기와 구아니딘기를 갖는 리신과 아르기닌을 다수 포함하고 
있는 반면, 실크피브로인은 리신(0.2mol%)과 아르기닌(0.3mol%) 
함량이 매우 낮고, 결정 구조 역시 주로 GAGAGS나 GAGAGY로 
이루어져 있다. 따라서 Cys-KR12가 실크피브로인에 비하여 
상대적으로 질소 함량이 높기 때문에, 고정화 이후에 C1s 피크에서 
C-N 결합에 해당하는 피크의 원자백분율이 높아지고 N/C ratio가 
증가한 것이다. 이러한 결과는 Cys-KR12의 고정화 이후에 표면 
전하가 음전하에서 양전하로 바뀐 것과 상응한다. Bai et al.[85] 
역시 실크피브로인 필름에 항균성 펩타이드인 세크로핀을 고정화한 
후 XPS로 분석한 결과, N/C ratio가 0.24에서 0.26으로 
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Table 2. Surface elemental composition of Pristine SF and 
K200.
Sample Pristine SF K200
C1(at%)
(C-C, C-H)
51.26 40.75
C2(at%)
(C-N, C-O)
25.14 33.61
C3(at%)
(O=C-N)
23.60 25.64
C1s(at%) 81.79 80.63
N1s(at%) 18.21 19.37
N/C ratio 0.22 0.24
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증가하였다. 따라서 XPS 분석을 통해 Cys-KR12가 실크피브로인 
나노섬유 지지체 표면에 성공적으로 고정화되었음을 다시 한 번 
확인하였다. 
4.2. 고정화 항균성 펩타이드의 항균성
4.2.1. 항균성 펩타이드의 최소저지농도
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성을 평가하기에 앞서, KR12의 N-말단에 시스테인을 도입한 
Cys-KR12가 항균성을 유지하는지 확인하였다. 일반적으로 어떤 
물질이 박테리아에 대해 항균성을 갖는지는 최소저지농도를 
측정하여 확인한다. 현탁액은 구성 입자의 수가 증가할수록 빛이 
산란되기 때문에 투과도가 낮아지는데, 박테리아 현탁액 역시 
박테리아의 수가 증가할수록 600 nm 파장에서의 투과도가 
낮아진다. 따라서 600 nm 파장에서의 흡광도가 증가하지 않는 
것은 박테리아가 성장하지 않는 것을 의미하며, 이러한 최소 농도를 
최소저지농도라 한다.
Figure 7은 4종의 병원성 박테리아에 대한 최소저지농도 측정 
결과이다. 대장균의 경우 Cys-KR12의 농도가 4 μg/mL 이상일 
때 더 이상 박테리아가 성장하지 않았으며, 이를 제외한 나머지 세 
가지 균주는 8 μg/mL 이상일 때 박테리아 수가 증가하지 않았다. 
KR12의 최소저지농도는 1-8 μM로 알려져 있다[24]. 따라서 
최소저지농도 측정 결과를 통해 N-말단에 시스테인을 도입한 
Cys-KR12가 항균성을 유지함을 확인하였다.
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Figure 7. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of 
Cys-KR12 against (A) S. aureus, (B) S. epidermidis, (C) 
E. coli, and (D) P. aeruginosa mesured by broth 
microdilution method. OD at 600 nm was kinetically 
measured for monitoring bacterial growth. MIC was 4 μ
g/mL for E. coli and 8 μg/mL for the others.
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4.2.2. 고정화 밀도에 따른 항균성
Figure 8은 Cys-KR12의 고정화 밀도에 따른 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 항균성을 평가한 결과다. K50과 K100의 경우 
Pristine SF에 비하여 살아있는 박테리아의 수가 적긴 하였지만 
여전히 생존하고 있는 박테리아가 존재하였으며, 일부 균주에 
대해서는 초기 접종한 개체 수보다 증가하기도 하여 실질적으로 
항균성을 갖는다고 볼 수 없었다. 반면 보다 많은 양의 항균성 
펩타이드가 고정화된 K200과 K500의 경우 모든 박테리아가 
사멸하였다. 따라서 K200의 고정화 밀도인 0.60 nmol/cm2가 높은 
항균성을 나타내는 최소 고정화 밀도임을 확인하였다.
앞서 언급하였듯이 표면에 고정화된 항균성 펩타이드의 활성은 
고정화 밀도와 고정화 방향, 스페이서의 길이나 유연성 등에 의해 
달라진다. Bagheri et al.[102]은 표면에 항균성 펩타이드를 
고정화할 경우 활성이 감소하기 때문에 활성을 유지하기 위해서는 
길이가 긴 스페이서가 필요하다고 주장하였고, Gabriel et al.[103] 
역시 항균성 펩타이드를 고정화할 경우 입체 장해가 존재하기 
때문에 충분한 길이의 유연한 스페이서가 있어야 항균성 
펩타이드가 활성을 잃지 않는다고 주장하였다. 하지만 본 연구에서 
사용한 AEM 링커는 그 길이가 탄소 5개 길이 정도밖에 되지 않는 
매우 짧은 스페이서임에도 불구하고 높은 항균성을 갖는 지지체를 
제조할 수 있었다. 실제로 최근에는 스페이서를 사용하지 않거나 
짧은 길이의 스페이서를 사용하고도 높은 항균성을 나타낸다는 
연구결과가 보고되었다[43, 96, 104]. 
이렇게 짧은 스페이서를 사용했음에도 불구하고 높은 항균성을 
가진 이유는 두 가지 요소에 기인한다고 생각된다. 먼저, 항균성 
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Figure 8. Surface antimicrobial activity of Pristine SF and 
Cys-KR12-immobilized SF nanofiber matrix measured by 
modified JIS Z 2801 method.
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펩타이드의 특이적인 고정화 방향이 높은 항균성을 나타냈다고 
생각된다. 항균성 펩타이드의 양이온성 잔기와 소수성 잔기는 
박테리아의 세포막에 침투하는데 중추적인 역할을 담당하기 때문에, 
양이온성 잔기는 표면 쪽으로, 소수성 잔기는 바깥쪽으로 향하게 
고정화하는 것이 중요하다[105]. 본 실험에 사용한 KR12는 소수성 
잔기인 트립토판이 C-말단에 위치하고 있기 때문에(Figure 1), 
KR12의 N-말단에 티올기를 갖는 시스테인을 도입하여 소수성 
잔기를 바깥으로 노출시킬 수 있도록 고정화하였다. 따라서 항균성 
펩타이드가 박테리아의 세포막에 보다 더 효과적으로 작용할 수 
있도록 N-말단 방향으로 특이적으로 고정화 한 것이 높은 
항균성을 나타낸 원인이라 생각된다.
두 번째 요인은 나노섬유 구조와 티올-말레이미드 반응에 의한 
높은 고정화 밀도 때문이라 생각된다. 기존 문헌들과 비교해보면 
반응 용액의 펩타이드 농도는 거의 유사하나 고정화 밀도는 본 
연구에서 대략 10배 정도 높았다. 이처럼 높은 고정화 밀도는 
음전하를 띠는 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면을 양전하를 
띠게끔 변화시켰으며, 양전하를 띠는 표면이 음전하를 띠는 
박테리아 세포막을 정전기적 인력으로 강하게 끌어당김으로써 
표면에 고정화되어 있는 Cys-KR12가 박테리아 세포막을 
효과적으로 파괴시킬 수 있도록 해주었다[3]. 따라서 항균성 
펩타이드의 고정화 밀도를 충분히 증가시킴으로써, 표면에 고정화된 
항균성 펩타이드가 효과적으로 박테리아의 세포막을 파괴시켜 높은 
항균성을 나타냈다고 생각된다.
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4.2.3. 보관 온도에 따른 항균성
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체를 
창상피복재로 사용하기 위해서는, 장기 보관에 따른 항균성의 
유지도 중요한 요소이다. 따라서 본 연구에서는 높은 항균성을 
보였던 K200에 대해 보관 온도에 따른 항균성을 평가하였다. 
Figure 9A와 9B를 통해 확인할 수 있듯이, 4℃에서 보관할 
경우에는 3주 이상 보관하더라도 항균성이 떨어지지 않고 유지되는 
반면, 37℃에서 보관할 경우에는 대장균에 대한 항균성은 유지 
되지만 1주일 이후부터 황색포도상구균에 대한 항균성이 떨어지는 
것을 확인하였다. 이처럼 보관 온도에 따라 항균성이 떨어지는 
원인은 고정화한 항균성 펩타이드가 변성되기 때문이라고 생각된다. 
일반적으로 단백질이나 펩타이드는 수용액 상태에서 장기간 보관 
시 그 구조가 변하기 때문에, 냉장 또는 냉동 상태로 보관하거나 
동결건조하여 보관한다. 따라서 본 연구에서 사용한 Cys-KR12를 
고정화하여 창상피복재로 사용할 시, 4℃에서 냉장 보관하여 
사용하거나 건조된 형태로 보관하여 사용한다면 항균성을 유지할 
수 있을 것이라 생각된다.
4.2.4. 항바이오필름 효과
박테리아가 고체 표면에 부착하게 되면 바이오필름을 형성하게 
되는데, 한번 바이오필름이 형성되면 항생제나 면역체계에 의해 
쉽게 제거되지 않고 주변 영양소를 뺏어갈 뿐만 아니라 내독소를 
분비한다. 따라서 빠른 상처 치유를 위해서는 창상피복재 표면에 
바이오필름이 형성되지 않게 하는 것이 중요하다. Figure 10은 
실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 Cys-KR12를 고정화하기 
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Figure 9. Long-term stability of Cys-KR12-immobilized 
SF nanofiber matrix at (A) 4℃ and (B) 37℃ storage. 
Bacterial reduction (%) was calculated based on CFU of 
Pristine SF.
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Figure 10. FE-SEM images of 24 h-cultured S. aureus 
and E. coli on Pristine SF (left column) and K200 (right 
column) to observe biofilm formation.
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전과 후의 주사전자현미경 사진이다. Cys-KR12를 고정화하지 
않은 Pristine SF의 경우 황색포도상구균과 대장균이 바이오필름을 
형성하여 나노섬유 지지체 표면을 완전히 덮은 반면, Cys-KR12를 
고정화한 K200의 경우 나노섬유 지지체 표면에 부착된 박테리아의 
수가 현저히 줄어들었으며, 바이오필름 역시 형성되지 않았다. 
따라서 표면에 고정화한 이후에도 Cys-KR12가 바이오필름 
형성을 효과적으로 억제한다는 것을 확인하였다. 
4.3. 고정화 항균성 펩타이드가 세포 거동에 미치는 
영향
4.3.1. 항균성 펩타이드의 잠재적 세포 독성
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체가 세포 
거동에 미치는 영향을 확인하기 전에, 본 연구에 사용한 
Cys-KR12가 가지는 세포 독성을 확인하였다. Figure 11에서 
확인할 수 있듯이, 각질세포와 섬유아세포 모두 Cys-KR12 용액의 
농도가 50 μg/mL 이하로 낮을 때는 대조군인 TCP와 비교하여 
세포 생존율이 유사하거나, 오히려 각질세포의 경우에는 더 높게 
나타났다. 반면, Cys-KR12 용액의 농도가 100 μg/mL 이상으로 
높을 때는, 용액의 농도가 증가함에 따라 세포 생존율이 낮아져, 
500 μg/mL 이상일 때는 거의 생존하지 못하였다. 세포 생존율이 
50%가 되는 반수치사량은 각질세포의 경우 239.3 μg/mL로 
나타났으며, 섬유아세포의 경우에는 148.7 μg/mL로 나타났다. 
이는 Cys-KR12의 최소저지농도(4-8 μg/mL)에 비하여 약 
20~35배 정도 높은 수치이다. 따라서 높은 농도에서는 
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Figure 11. Cytotoxicity of Cys-KR12 on human 
keratinocyte (HaCaT) and human dermal fibroblast 
(NHDF) cells measured by MTT assay. Relative cell 
viability was calculated based on non-treated control. 
LD50 was calculated by DoseResp sigmoidal curve fitting 
using Origin software.
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Cys-KR12가 세포 독성을 나타내지만, 항균성을 나타내는 농도 
범위에서는 세포 독성을 나타내지 않음을 확인하였다.
4.3.2. 각질세포 및 섬유아세포 증식에 미치는 영향
피부 상처의 회복은 표피층의 각질세포와 진피층의 섬유아세포의 
증식 및 분화를 통해 이루어진다. 따라서 Cys-KR12를 고정화한 
실크피브로인 나노섬유 지지체를 창상피복재로 이용하기 위해, 
고정화된 Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식에 미치는 
영향을 평가하였다. Figure 12는 높은 항균성을 보였던 K200과 
K500, 그리고 대조군인 Pristine SF에 각질세포(Figure 12A)와 
섬유아세포(Figure 12B)를 10일 동안 배양하였을 때 세포의 
대사활성 변화를 측정한 결과이다. 각질세포의 경우 K200과 K500 
모두 Pristine SF와 비교하여 1일차보다 세포의 대사활성이 크게 
증가하였으며, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 변화폭이 
더 크게 나타났다. 섬유아세포 역시 각질세포와 비슷하게 고정화된 
Cys-KR12의 양이 증가할수록 세포의 대사활성 증가폭이 커지는 
경향성이 나타났다.
이러한 경향성은 DNA 양을 측정한 결과에서도 동일하게 
나타났다. Figure 13은 Pristine SF, K200, K500에 
각질세포(Figure 13A)와 섬유아세포(Figure 13B)를 10일 동안 
배양하였을 때 DNA 양의 변화를 측정한 결과이다. 표면에 
고정화한 Cys-KR12의 양이 증가할수록 각질세포와 섬유아세포 
모두 1일차보다 DNA의 양이 크게 증가하였다. 일반적으로 세포의 
수가 증가하면 대사활성의 총합과 DNA의 총량이 증가하게 된다. 
따라서 대사활성의 증가와 DNA 양의 증가를 통하여, 표면에 
- 49 -
Figure 12. Fold changes in metabolic activity of (A) 
human keratinocyte (HaCaT) and (B) human dermal 
fibroblast (NHDF) cells (1-fold: metabolic activity on day 
1). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 in comparison 
to Pristine SF on each day.
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Figure 13. Fold changes in DNA content of (A) human 
keratinocyte (HaCaT) and (B) human dermal fibroblast 
(NHDF) cells (1-fold: DNA content on day 1). * p < 
0.05; ** p < 0.01 in comparison to Pristine SF on day 10.
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고정화된 Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식을 
촉진시킨다는 것을 확인하였다. 
4.3.3. 각질세포 분화에 미치는 영향
표피는 4개의 층으로 구성되는데 안쪽부터 바깥쪽 순으로 
기저층(basal layer), 가시층(spinous layer), 과립층(granular 
layer), 각질층(cornified layer)으로 이루어져있다. 상처가 생기게 
되면 안쪽의 기저층이 점차 가시층, 과립층, 각질층으로 분화하게 
된다[106]. 따라서 본 연구에서는 과립층의 분화 표지 단백질인 
인볼루크린 발현을 통해, 고정화된 Cys-KR12가 각질세포의 
분화에 미치는 영향을 평가하였다.
Figure 14는 Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 
지지체(K200, K500)와 Pristine SF, 그리고 대조군인 TCP 위에 
각질세포를 10일간 배양하였을 때, 각질세포에서 발현된 
인볼루크린을 웨스턴 블로팅한 결과이다. 대조군 단백질인 베타액틴 
대비 인볼루크린이 발현된 양을 비교하였을 때, 실크피브로인 
나노섬유 지지체 위에서 배양한 경우 전반적으로 대조군인 
TCP보다 인볼루크린이 많이 발현되었으며, 표면에 고정화된 
Cys-KR12의 양이 증가할수록 Pristine SF보다 인볼루크린이 
상대적으로 많이 발현되었다(Figure 14B). 
이러한 경향성은 면역형광법을 이용하여 인볼루크린을 염색한 
사진에서도 동일하게 나타난다. Figure 15에서 볼 수 있듯이, 
TCP보다는 실크피브로인 나노섬유 지지체를 사용한 경우에 
인볼루크린을 나타내는 녹색의 형광강도가 높았으며, 표면에 
고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 녹색의 형광강도가 
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Figure 14. (A) Western blot analysis and (B) normalized 
amount of expressed involucrin by human keratinocyte 
(HaCaT) cells cultured on TCP, Pristine SF, K200, and 
K500. * p < 0.05; ** p < 0.01 in comparison to Pristine 
SF.
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Figure 15. Immunofluorescence images of human 
keratinocyte (HaCaT) cells cultured on TCP, Pristine SF, 
K200, and K500. (red: F-actin, green: involucrin, blue: 
nuclei)
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높았다. 또한 F-액틴을 나타내는 빨간색의 형광사진에서 볼 수 
있듯이, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 세포들이 보다 
밀접하게 연결되어있으며, 둥근 모양이 아닌 각질화된 형태의 
모양을 띠는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 웨스턴 블로팅과 
면역형광법 결과를 통해서 표면에 고정화된 Cys-KR12가 
각질세포의 분화를 촉진시킨다는 것을 확인하였다.
LL37은 미토겐 활성화 단백질 인산화효소(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)군에 속하는 세포외 신호조절 
인산화효소(extracellular signal-regulated kinase, ERK)와 p38 
인산화효소를 활성화시키고[29, 32], 이를 통해 세포의 이동 및 
증식, 분화 등을 조절한다고 알려져 있다[107-109]. 하지만 
LL37의 항균성 모티프인 KR12의 세포 증식 및 분화에 관한 
연구는 보고된 바 없다. 따라서 본 실험에서 표면에 고정화된 
Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진시키는 기작은 명확하게 알 수가 없으나, 아마도 
LL37과 유사한 방식으로 세포 활성을 조절할 것이라 짐작해볼 수 
있다. 
4.3.4. 대식세포의 염증 반응에 미치는 영향
상처 치유 과정에 있어서 또 다른 중요한 부분 중 하나가 바로 
염증 반응이다. 염증 반응은 다양한 인자들에 의해서 일어나는데, 
상처 부위에서 일어나는 염증 반응 중 그람 음성균의 세포벽에 
존재하는 지질다당류에 의한 염증 반응이 가장 중요하다. 
지질다당류는 박테리아가 죽더라도 혈관을 타고 몸속으로 퍼져 
패혈증을 유발하여 몸 전체에서 염증반응일 일으킬 뿐만 아니라 
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심한 경우에는 사망에 이르게 한다. 또한 지질다당류에 의해 
발현되는 염증성 시토카인의 한 종류인 종양괴사인자알파는 
기질금속단백질분해효소(matrix metalloproteinase)의 합성을 
촉진하고 콜라겐의 축적을 저해하여, 결과적으로 상처 치유를 
지연시킨다[2]. 따라서 본 연구에서는 지질다당류에 의한 
대식세포의 종양괴사인자알파 발현을 통해, 고정화된 Cys-KR12가 
대식세포의 염증 반응에 미치는 영향을 평가하였다.
Figure 16은 실크피브로인 나노섬유 지지체 위에서 배양한 
대식세포에, 지질다당류에 의한 자극을 주었을 때 발현된 
종양괴사인자알파의 농도를 효소면역흡착측정법으로 측정한 
결과이다. 지질다당류에 의한 자극을 주기 전에는 모든 시료에서 
종양괴사인자알파의 농도가 50 pg/mL 이하로 매우 낮게 
측정되었다. 하지만, 지질다당류에 의한 자극을 주자 음성대조군인 
TCP와 Cys-KR12를 고정화 하지 않은 Pristine SF의 경우 
550-720 pg/mL까지 종양괴사인자알파의 농도가 급격하게 
증가하였다. 반면, 양성대조군인 용액상태의 Cys-KR12와 
실험군인 K200, K500에서는 종양괴사인자알파의 농도가 증가하긴 
하였지만, 80-200 pg/mL 수준으로 낮은 수준을 유지하였다. 특히 
표면에 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 발현된 
종양괴사인자알파의 농도가 낮았다.
LL37이 지질다당류에 의한 종양괴사인자알파의 발현을 억제하는 
기작은 대식세포의 지질다당류 수용체인 CD14 수용체에 
지질다당류가 결합되는 것을 방해함으로써 이루어진다. 
지질다당류는 일반적으로 지질다당류결합단백질을 매개로 CD14 
수용체에 결합한 뒤, 톨-유사 수용체4(Toll-like receptor 4, 
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Figure 16. Expression of TNF-α by mouse macrophage 
cells (Raw 264.7) stimulated by LPS (10 ng/mL) for 6 h. 
Cells were cultured on TCP, Pristine SF, K200, and K500 
samples prior to LPS stimulation. TCP and Cys-KR12 
peptide (20 μg/mL) were used as negative and positive 
control for each. ** p < 0.01; *** p < 0.001 in 
comparison to Pristine SF after LPS stimulation.
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TLR4)와 복합체를 형성하여 엔에프-카파비(Nuclear Factor-κB, 
NF-κB)를 활성화시킴으로써 종양괴사인자알파를 발현시킨다. 
LL37은 지질다당류와 결합하여 지질다당류를 중화시키거나, 
지질다당류결합단백질과 결합하여 CD14와 결합하는 것을 
방해하기도 하며, CD14 수용체에 직접 결합하여 지질다당류의 
결합을 경쟁적으로 저해함으로써 종양괴사인자알파의 발현을 
억제한다[27, 28]. Jacob et al.[24]의 연구 결과에 따르면, 본 
실험에서 사용한 KR12 유도체(KR-12-a3)의 경우 지질다당류에 
대한 결합력은 낮지만 효과적으로 종양괴사인자알파의 발현을 
억제하기 때문에, LL37과 유사한 기작으로 CD14 수용체에 
경쟁적으로 결합하여 종양괴사인자알파의 발현을 억제한다고 한다. 
따라서 표면에 고정화된 Cys-KR12 역시 대식세포의 CD14 
수용체에 경쟁적으로 결합하여 지질다당류가 결합하는 것을 
방해함으로써 종양괴사인자알파의 발현을 억제하는 것으로 
생각된다.
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제 5 장 결    론
본 연구에서는 상처 치유에 있어 다양한 역할을 하는 인간유래 
카델리시딘 펩타이드(LL37)를 창상피복재에 이용하고자, LL37의 
항균성 모티프인 Cys-KR12를 전기방사를 통해 제조한 
실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 고정화하였다. 그리고 이에 
따른 표면 특성을 분석하고, 고정화된 Cys-KR12가 항균성 및 
세포 거동에 미치는 영향에 대해서 확인하였다. 그 결과 다음과 
같은 결론을 얻었다.
1. 항균성 펩타이드를 EDC/NHS와 티올-말레이미드 반응을 
이용해서 고정화한 결과, 모든 조건에서 90% 이상의 높은 반응 
수율을 나타냈으며, 주사전자현미경 사진을 통해 고정화 반응이 
나노섬유의 형태학적 구조에 영향을 끼치지 않는다는 것을 
확인하였다. 또한 양이온성의 Cys-KR12를 고정화함에 따라 
나노섬유 지지체 표면의 전하가 음전하에서 양전하로 
바뀌었으며, 표면의 원소 분석 결과 C-N 결합과 N/C ratio가 
증가하였다. 이를 통해 Cys-KR12가 실크피브로인 나노섬유 
지지체 표면에 성공적으로 고정화되었음을 확인하였다.
2. 고정화 밀도를 조절하여 그에 따른 항균성을 평가한 결과, 
고정화 밀도가 0.60 nmol/cm2 이상인 K200과 K500에서 
병원성 박테리아에 대해 높은 항균성을 나타내었다. 또한 
주사전자현미경 사진을 통해 표면에 고정화된 Cys-KR12가 
항균성뿐만 아니라 항바이오필름 효과를 나타냄을 확인하였다.
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3. 피부를 구성하는 각질세포와 섬유아세포의 세포활성과 DNA 
양을 측정한 결과, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 
세포활성과 DNA 양이 1일차보다 크게 증가하였다. 또한 
각질세포의 분화 표지 단백질인 인볼루크린의 발현 정도를 
측정한 결과, 역시 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 더 
많은 양의 인볼루크린이 발현되었다. 이를 통해 표면에 고정화된 
Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진시킨다는 것을 확인하였다.
4. 그람 음성균의 세포벽 구성물질인 지질다당류에 의한 
종양괴사인자알파의 발현 정도를 측정한 결과, 표면에 
Cys-KR12를 고정화한 경우 종양괴사인자알파가 거의 발현되지 
않았다. 이를 통해 표면에 고정화된 Cys-KR12가 지질다당류에 
의한 대식세포의 염증성 시토카인 발현을 억제한다는 것을 
확인하였다.
5. 위의 결과들을 토대로 볼 때, 표면에 고정화된 Cys-KR12는 
항균성 및 항바이오필름 효과뿐만 아니라, 피부를 구성하는 
각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 분화를 촉진시키는 
효과를 가지며, 지질다당류에 의한 염증성 시토카인의 발현을 
억제하는 효과를 갖는다. 이러한 효과는 Cys-KR12의 모태가 
된 LL37이 본래 인체에서 가지는 다기능성에 기인하며, 표면에 
고정화 한 이후에도 이처럼 다양한 기능성이 유지된다는 것을 알 
수 있었다. 따라서 Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체를 창상피복재로 응용할 수 있으리라 기대된다.
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Abstract
Multi-functional Silk Fibroin Nanofiber 
Immobilized with Antimicrobial Motif 
of Human Cathelicidin Peptide (LL37)
Daewoong Song
Department of Biosystems & Biomaterials Science and Engineering
The Graduate School
Seoul National University
In this study, we immobilized antimicrobial motif 
(Cys-KR12) of human cathelicidin peptide (LL37) on 
electrospun SF nanofiber matrix using EDC/NHS and 
thiol-maleimide click chemistry in order to utilize 
multi-functions of LL37 as wound dressing application. After 
peptide immobilization, nanofibrous structure was well 
conserved. Ellman’s assay revealed that Cys-KR12 was 
successfully immobilized on SF nanofiber matrix with high 
reaction yield (above 90%). As a result of immobilization of 
- 81 -
cationic antimicrobial peptide, surface zeta potential was 
changed from negative to positive. XPS analysis also showed 
that atomic percent of C-N carbon and N/C ratio increased 
due to high lysine and arginine content of Cys-KR12.
High bactericidal activity was achieved in K200 and K500 
by means of increasing peptide immobilization density above 
0.60 nmol/cm2. In addition, biofilm was not developed in 
K200. Furthermore, surface-immobilized Cys-KR12 
promoted proliferation of keratinocyte and fibroblast cells 
with highly differentiated keratinocyte cells and suppressed 
LPS-induced TNF-α expression of macrophage cells. 
Consequently, Cys-KR12-immobilized SF nanofiber matrix 
could be a promising candidate as a wound dressing.
······························································
Keywords : silk fibroin, antimicrobial peptide, nanofiber, 
wound dressing, immobilization
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초    록
본 연구에서는 인간유래 카델리시딘 펩타이드(LL37)가 갖는 
항균성 및 다양한 생체활성을 이용하여 다양한 기능성을 갖는 
창상피복재를 제조하고자, 전기방사를 통해 제조한 실크피브로인 
나노섬유 지지체에 LL37의 항균성 모티프(Cys-KR12)를 
EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 반응을 통해 화학적으로 
고정화하였다. 고정화 반응 결과 나노섬유의 형태학적 구조가 
파괴되지 않고 그대로 유지되었으며, Ellman’s assay 결과 모든 
조건에서 90% 이상의 높은 반응 수율을 나타냈다. 또한 양전하를 
띠는 Cys-KR12의 고정화로 인하여 나노섬유 표면의 전하가 
음전하에서 양전하로 바뀌었으며, XPS를 통한 원소 분석 
결과에서도 리신과 아르기닌으로 인하여 C-N 결합의 피크와 N/C 
ratio가 증가하였다. 이를 통해 표면에 Cys-KR12가 성공적으로 
고정화되었음을 확인하였다. 
Cys-KR12의 고정화 밀도에 따른 실크피브로인 나노섬유 
지지체의 항균성을 평가한 결과, 고정화 밀도가 0.60 nmol/cm2 
이상인 K200과 K500에서 높은 항균성을 나타냈으며 바이오필름 
역시 형성되지 않았다. 더욱이 나노섬유 지지체 표면에 고정화된 
Cys-KR12가, 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진하였으며, 지질다당류에 의한 대식세포의 
종양괴사인자알파 발현을 효과적으로 억제하였다. 따라서 
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체는 
항균성뿐만 아니라 다양한 생체활성을 부여할 수 있으므로 
다기능성 창상피복재로서 활용이 가능할 것으로 기대된다.
주요어: 실크피브로인, 항균성 펩타이드, 나노섬유, 창상피복재, 
고정화
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LPS stimulation. ································· 56
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제 1 장 서    론
상처 치료는 의료분야에 있어서 가장 중요한 부분 중 하나이다. 
미국의 경우, 만성 창상으로 인하여 연간 650만 명의 환자가 
발생하고 있으며, 이로 인한 만성 창상 치료에 사용되는 비용이 
연간 25억 달러에 이른다[1]. 특히, 피부 상처의 경우 상처 치료가 
제대로 이루어지지 않으면 박테리아에 쉽게 감염된다. 박테리아에 
감염되면, 염증 반응이 지속되고 콜라겐 합성이 저해될 뿐만 아니라 
피부 세포의 재상피화가 늦춰져 결국 상처 치유가 지연된다[2]. 
또한 박테리아가 고체 표면에 부착하여 고착화되면 세포외 고분자 
물질(extracellular polymeric substances, EPS)로 둘러싸인 
형태의 바이오필름을 형성하게 되는데, 이렇게 바이오필름이 
형성되면 면역체계나 항생제에 의해 쉽게 제거가 되지 않고, 
내독소를 배출하여 패혈증을 유발하며, 심한 경우 사망에 
이르기까지 한다[2, 3]. 따라서 박테리아로 인한 감염 및 
바이오필름 형성을 예방하는 것이 상처 치료에 있어서 가장 중요한 
부분이다. 
일반적으로 상처 치료 시 외부로부터 박테리아의 유입을 차단하고 
상처를 빠르게 회복시키기 위해서 상처 부위에 창상피복재를 
덮어준다. 창상피복재에는 생체적합성이 우수한 다양한 종류의 
천연고분자(실크, 셀룰로오스, 젤라틴, 키토산, 알지네이트 등)와 
합성고분자(폴리우레탄, 폴리비닐알코올, 폴리락티드, 
폴리카프로락톤 등)가 사용되고 있다[4]. 또한 그 제조 형태에 
있어서도 나노섬유, 직물, 부직포, 필름, 폼, 하이드로젤, 
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하이드로콜로이드, 하이드로파이버 등 다양한 형태가 이용되고 
있다[5]. 이 중 실크피브로인(silk fibroin, SF)은 실크 단백질의 
주요 성분으로, 기계적 강도가 우수하고 면역반응을 잘 일으키지 
않을 뿐만 아니라 생체적합성이 매우 우수하여 생체재료로 
각광받고 있다[6]. 더욱이, 실크피브로인은 카르복실기, 아민기, 
수산기, 페놀기 등 다양한 관능기를 통하여 쉽게 개질이 가능하다는 
장점이 있다[7]. 이러한 이유로 실크피브로인을 기반으로 한 외과용 
봉합사나 조직공학용 지지체와 같은 의료용 소재에 대한 연구가 
많이 진행되고 있다[6]. 특히, 실크피브로인은 창상피복재로서 
우수한 성능을 보이며, 이에 따라 다양한 형태로 제조되었다[8]. 
다양한 제조 방법 중 전기방사법을 이용하여 제조한 나노섬유 
지지체는 세포외 기질(extracellular matrix, ECM)의 구조를 
모사할 수 있을 뿐만 아니라 비표면적이 넓어 재료 표면의 개질을 
용이하게 해준다는 장점을 갖고 있어, 창상피복재의 제조에 있어 
전기방사법이 많이 이용되고 있다[5, 9]. 하지만 실크피브로인 
단독으로는 항균성을 갖지 못하기 때문에, 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유를 창상피복재로 적용함에 있어 항균성 부여를 위한 
개질이 반드시 필요하다[10].
일반적으로 피부 상처나 창상피복재의 박테리아 감염 및 
바이오필름 형성을 예방하기 위해서 페니실린이나 메티실린과 같은 
항생제를 사용해왔다. 하지만 기존 항생제에 대해 내성을 갖는 
박테리아가 보고됨에 따라, 기존 항생제의 사용량은 줄어들고 
있다[11]. 이에 대한 대안으로 다양한 항균성 물질(사차암모늄 
화합물[12], 은 이온 혹은 은 나노입자[13], 키토산과 같은 항균성 
고분자[14] 등)을 상처 치료에 시도해왔다. 특히, 은을 함유하는 
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물질은 우수한 항균성을 갖는 것으로 보고되었다[15]. 하지만 
이러한 항균성 물질들 역시 세포 독성이 존재하고 효능이 낮다는 
단점이 존재한다[12, 13, 16-18].
이러한 이유로 최근에는 항균성 펩타이드(antimicrobial peptide, 
AMP)가 항생제의 새로운 대안으로 각광받고 있다. 항균성 
펩타이드는 포유류나 곤충, 어류, 양서류, 박테리아 등 다양한 
생물체 내에 존재하는 물질로, 외부에서 침입한 박테리아나 곰팡이, 
바이러스 등으로부터 생체를 보호하는 기능을 하고 있다[19, 20]. 
항균성 펩타이드는 다양한 구조를 갖고 있지만, 주로 알파나선 
구조에 양친매성 도메인을 가지며 양전하를 띠는 특징을 갖는다. 
그리고 이러한 양친매성 도메인과 양이온성의 구조적 특징을 통해 
박테리아의 세포막을 파괴시킴으로써 항균성을 갖는다고 알려져 
있다[19, 20]. 또한 항균성 펩타이드는 박테리아에 항균기작을 
나타내는 시간이 빠를 뿐만 아니라 효능이 우수하며, 다양한 
미생물에 대해 항균성을 나타내는 장점이 있다. 더욱이 항균성 
펩타이드는 이미 생체 내에서 미생물에 대한 방어 기작으로 
작용하고 있기 때문에, 기존 항생제의 가장 큰 문제점이었던 내성이 
아직까지는 보고되지 않아 보다 안전하다는 장점이 있다[21]. 특히, 
박테리아로부터 생산한 항균성 펩타이드의 일종인 나이신은 이미 
식품 보존제로 미국 식품의약국으로부터 승인을 받아 사용되고 
있다. 뿐만 아니라 다수의 제약회사들이 현재 항균성 펩타이드를 
치료에 사용하기 위해 개발하고 있으며, 일부는 임상시험 중에 
있다[22].
본 실험에 사용한 KR12(KRIVKRIKKWLR)는 인간유래 
카델리시딘 펩타이드(human cathelicidin peptide, LL37)의 가장 
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짧은 항균성 모티프로[23-25], LL37은 인체의 다양한 상피 
세포나 면역세포에서 분비된다[26]. LL37은 인체 내에서 
항균성뿐만 아니라 내독소를 중화시키고[27], 염증 반응을 
조절하며[28], 상피 세포의 이동・증식・분화를 통한 
재상피화[29-33] 및 신생혈관 재생[34-36]을 통해 상처 치유를 
촉진하는 등 다양한 생체활성을 갖는다. 하지만 LL37이 상처 
치유에 있어서 이렇게 다양한 기능성을 가짐에도 불구하고, 
잠재적인 세포 독성이 존재한다는 점과, 생체 내에서 다양한 효소에 
의해 가수분해 될 수 있다는 점 때문에 그 사용이 제한되고 
있다[37-40]. 이로 인하여 항균성 펩타이드의 세포 독성을 낮추고 
안정성을 향상시키고자, 항균성 펩타이드를 재료 표면에 고정화하는 
연구가 진행되어 왔다. 의료용 소재 분야에서는 도뇨관[41-43], 
치과 및 정형외과용 임플란트[44-46], 인공 각막[47] 등에 항균성 
펩타이드를 고정화한 연구가 보고되었다. 하지만 항균성 펩타이드가 
상처 치유에 있어 다양한 기능성을 가짐에서 불구하고, 항균성 
펩타이드를 창상피복재에 적용한 사례는 극히 드물며[48-50], 
항균성 펩타이드를 재료 표면에 고정화하였을 때 다양한 기능성이 
유지되는지에 관한 연구는 아직까지 진행되지 않았다.
본 연구에서는 항균성 펩타이드(Cys-KR12)를 화학적 반응을 
통해 전기방사한 실크피브로인 나노섬유 지지체에 고정화하고, 
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 표면 
특성에 대하여 분석하였다. 그리고 항균성 펩타이드의 고정화 
밀도를 달리하여, 병원성 박테리아에 대한 항균성을 평가하였다. 
또한 표면에 고정화된 항균성 펩타이드가 각질세포 및 
섬유아세포의 증식, 각질세포의 분화, 대식세포에 의한 염증성 
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시토카인의 발현에 미치는 영향에 대해 평가함으로써, 항균성 
펩타이드가 고정화된 실크피브로인 나노섬유 지지체의 다양한 
생체활성 부여에 따른 창상피복재로서의 응용가능성을 고찰하였다. 
- 6 -
제 2 장 문헌연구
2.1. 실크피브로인
2.1.1. 생체재료로서의 실크피브로인
실크 단백질은 인시목(Lepidoptera)이나 거미강(Arachnida)과 
같은 절지동물이 분비하는 섬유형태의 단백질로, 종에 따라 
아미노산 조성이나 물리적 성질 등이 매우 다양하다. 그 중 
가잠(Bombyx mori)의 누에고치로부터 얻는 실크 단백질은 두 
가닥의 실크피브로인 섬유를 실크세리신이 감싸고 있는 구조로, 
기계적 강도가 매우 우수하여 오래 전부터 섬유산업에 이용되어 
왔다. 실크피브로인은 390kDa의 H사슬과 25kDa의 L사슬이 
이황화 결합으로 연결되어 있는 구조로, 실크세리신이 체내에서 
면역반응을 일으키는데 반해, 실크피브로인은 면역반응을 일으키지 
않고, 생체적합성이 매우 우수하다고 알려져 있다[6].
실크피브로인은 생체적합성이 우수하다는 점 때문에 최근 
생체재료로서 많은 연구가 진행되어 왔다. 주로 골재생[51-54], 
연골재생[55, 56], 인공고막[57, 58], 인공혈관[59-61] 등 
조직공학용 지지체로 이용하고자 하는 시도가 많았으며, 특히 
창상피복재로서 우수한 생체적합성을 나타내었다[62-64]. You et 
al.[65]은 키틴과 실크피브로인을 혼합하여 전기방사한 나노섬유가 
키틴으로만 구성된 나노섬유에 비하여 각질세포의 부착 및 확산이 
잘 된다고 보고하였으며, Roh et al.[66]은 실크피브로인과 
알긴산을 혼합한 스폰지가 상업적으로 판매되는 거즈 형태의 
창상피복재에 비하여 상처 치유를 촉진한다고 보고하였다. 또한 Gil 
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et al.[8]은 실크피브로인을 필름, 층상 구조의 다공성 필름, 
전기방사한 나노섬유 세 가지 형태로 제조하고, 상업적으로 
판매되는 하이드로콜로이드 형태의 창상피복재와 상처 치유 효과를 
비교하였다. 그 결과 전기방사한 나노섬유가 가장 높은 상처 치유 
효과를 보이는 것을 확인함으로써, 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유가 창상피복재로서 우수한 성능을 지님을 확인하였다.
2.1.2. 항균성을 부여한 실크피브로인 지지체
실크피브로인은 그 자체로는 미생물에 대한 항균성이 없기 
때문에, 많은 연구진들이 실크피브로인에 항균성을 부여하기 위한 
연구를 진행하였는데, 주로 항균성을 갖는 물질을 물리적으로 흡착 
또는 혼재시키거나, 화학적으로 고정화하여 실크피브로인에 
항균성을 부여하였다.
항균성 물질로는 항생제의 일종인 테트라사이클린[67, 68]과 
젠타마이신[69]을 이용하여 실크피브로인에 항균성을 부여한 
연구사례가 있었으며, 천연추출물인 카테킨[70], 감귤추출물[71], 
커큐민[72, 73], 알로에 베라[74] 등을 이용하여 실크피브로인에 
항균성을 부여한 연구사례도 있었다. 최근에는 금속 나노입자인 은 
나노입자[75-79]를 이용하여 항균성을 부여하려는 연구가 주를 
이루었으며, 티타늄 옥사이드 나노입자[80]를 이용하여 항균성을 
부여한 연구사례도 존재했다. 또한 항균성 고분자로 알려진 
키토산[81-83]이나 폴리에틸렌이민[84]을 이용하여 항균성을 
부여한 사례도 있었으며, 항균성 펩타이드[85-87]를 이용하여 
항균성을 부여한 사례도 존재했다.
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2.2. 항균성 펩타이드
2.2.1. 항균성 펩타이드의 특징 및 기작
항균성 펩타이드는 인간을 비롯하여 포유류, 식물, 곤충, 어류, 
양서류, 박테리아 등 다양한 생물체 내에 존재하는 물질로, 
일반적으로 10-50개의 아미노산으로 구성된 작은 크기의 
분자이다. 포유류의 경우, 대다수의 항균성 펩타이드가 상피세포나 
백혈구에서 만들어지는데, 이는 항균성 펩타이드가 외부로부터 
침입한 박테리아나 곰팡이, 바이러스 등으로부터 생체를 보호하는 
1차적인 역할을 하기 때문이다[19, 20].
항균성 펩타이드는 기원에 따라 다양한 구조를 갖고 있다. 인간에 
존재하는 LL37이나 누에나방에 존재하는 세크로핀, 개구리에 
존재하는 마가이닌 같은 경우에는 알파나선 구조를 가지고 있으며, 
디펜신 계열의 경우에는 이황화 결합으로 연결된 베타시트 구조를 
가지고 있다. 또한 인간에 존재하는 히스타틴이나 소에 존재하는 
인돌리시딘의 경우에는 알파나선 구조나 베타시트 구조가 아닌 
선형구조를 가지고 있다. 항균성 펩타이드는 같은 종에서조차 서로 
다른 구조를 갖지만, 공통적으로 친수성 도메인과 소수성 도메인 
모두를 갖는 양친매성 구조에 양전하를 띤다는 특징을 지닌다[19, 
20].
항균성 펩타이드가 박테리아에 대해 항균성을 나타내는 기작은 
앞서 언급한 공통적인 구조적 특징에서 기인한다. 박테리아의 
세포막은 산성의 인지질로 구성되어 있어 음전하를 띠기 때문에, 
양전하를 띠는 항균성 펩타이드와 정전기적 인력에 의해 
가까워지게 되고, 이후 소수성 도메인과 박테리아 세포막의 인지질 
- 9 -
부분이 소수성 상호작용에 의하여 결합하게 된다. 세포막과 결합한 
항균성 펩타이드의 양이 많아지면, 인지질이 이동하면서 세포막 
구조가 바뀌게 되고, 결국 세포막에 구멍이 뚫리거나 세포막이 
파괴되게 된다. 세포막이 파괴되면 세포 내부의 칼륨 이온이 
바깥으로 빠져 나오기 때문에 박테리아가 죽게 되는 것이다. 반면 
진핵세포의 경우 세포막이 양쪽성의 인지질로 구성되어 있고, 
콜레스테롤 분자가 세포막에 존재하기 때문에 상대적으로 정전기적 
인력이 낮다. 또한 일반적으로 항균성 펩타이드의 소수성은 그리 
높지 않기 때문에, 진핵세포의 양쪽성 인지질과는 잘 결합하지 
못한다. 따라서 진핵세포에는 독성을 나타내지 않고, 박테리아에 
대해서 선택적인 독성을 나타내게 되는 것이다[88, 89].
2.2.2. 항균성 펩타이드의 다양한 기능성
항균성 펩타이드는 항균성뿐만 아니라 생체 내에서 다양한 기능을 
수행한다. 특히 인체에 존재하는 여러 항균성 펩타이드 중 유일한 
카델리시딘 계열의 펩타이드인 LL37의 경우 다른 항균성 
펩타이드에 비해 매우 다양한 기능을 수행한다. Rosenfeld et 
al.[27]과 Mookherjee et al.[28]에 따르면 LL37은 그람 
음성균의 세포벽 구성물질인 지질다당류(lipopolysaccharide, 
LPS)를 중화시키거나 지질다당류의 수용체와 경쟁적으로 
결합함으로써, 지질다당류에 의한 대식세포의 염증성 시토카인의 
분비를 억제한다고 한다. LL37의 또 다른 기능 중 하나는 상처 
치유를 촉진시키는 것이다. LL37은 상피 세포의 이동 및 증식, 
분화를 촉진[29-33]시키고 신생혈관 재생을 촉진하는 것으로 
알려져 있다[34-36]. Chereddy et al.[90]은 LL37을 
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폴리(락티드-글리콜리드) 공중합체 나노입자에 담지하여 쥐의 상처 
부위에 투여한 결과, 콜라겐 합성 및 재상피화, 신생혈관 재생이 
촉진되었음을 확인하였고, 이를 통해 LL37이 상처 치유에 있어 
다양한 기능을 가진다는 것을 확인하였다. 
2.2.3. 항균성 펩타이드의 고정화 방법
항균성 펩타이드를 재료 표면에 화학적으로 고정화하는 방법은 그 
재료의 표면 특성에 따라 다양하게 달라진다. 주로 항균성 
펩타이드의 N-말단이나 곁사슬에 존재하는 아민기를 이용하여 
재료 표면에 고정화를 하였다. 카르복실기를 갖는 표면의 경우는 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide(EDC)/N-hy
droxysuccinimide(NHS)를 이용하여 아민기와 반응시켜 
고정화하였고[85, 91], 에폭시기를 갖는 표면의 경우 아민기에 
의한 친핵성 개환반응에 의해 고정화를 하였다[41]. 또한 아민기를 
갖는 표면의 경우 글루타르알데히드를 링커로 이용하여 항균성 
펩타이드의 아민기와 반응시켜 고정화였다[92]. 하지만 이렇게 
항균성 펩타이드의 아민기를 이용하여 고정화할 경우, N-말단과 
곁사슬의 아민기 모두 반응에 참여할 수 있기 때문에 특이적인 
방향으로 고정화할 수 없다는 문제점이 있다.
이에 따라 항균성 펩타이드의 말단에 티올기를 갖는 시스테인을 
도입하여 특이적인 방향으로 고정화하는 방법이 제안되었다. 
티올기의 경우 말레이미드기의 이중결합에 특이적으로 반응하기 
때문에 이를 이용한 방법이 주를 이루었고[93, 94], 티올기를 갖는 
표면과 이황화 결합을 통해 고정화한 사례도 있었다[95]. 또한 
아크릴기를 갖는 하이드로젤의 경우에는 빛에 의해 하이드로젤 
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제조와 고정화 반응을 동시에 진행하기도 하였으며[96, 97], 
표면을 폴리도파민으로 코팅한 경우에는 티올기와 아민기 모두를 
이용하여 고정화하는 것도 가능하였다[43]. 최근에는 항균성 
펩타이드 말단에 아자이드기를 도입하여 알킨기를 갖는 표면에 
보다 특이적으로 고정화하기도 하였다[46]. 
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제 3 장 재료 및 방법
3.1. 재료
실험에 사용한 재생 실크피브로인은 가잠(Bombyx mori) 
누에고치로부터 얻었다. 먼저, 건조된 가잠 누에고치를 100℃의 
0.3%(w/v) 올레산나트륨과 0.2%(w/v) 탄산나트륨 수용액에서 
1시간 동안 정련하여 세리신을 제거하였다. 정련된 누에고치는 
증류수로 수세한 뒤 건조하였다. 이후 정련된 누에고치를 1:5의 
욕비로 60℃의 9.3 M 브롬화리튬 수용액에서 4시간 동안 용해한 
뒤 증류수로 3일간 투석하여 실크피브로인 수용액을 얻었고, 이를 
다시 동결 건조하여 스펀지 형태의 재생 실크피브로인을 얻었다.
실험에 사용한 Cys-KR12(CKRIVKRIKKWLR, >95% 
purity)(Figure 1)는 ㈜BeadTech로부터 구입하였으며, 별도로 
명시하지 않은 시약은 모두 Sigma Aldrich에서 구입하였다.
3.2. 항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 제조
3.2.1. 전기방사
전기방사를 위하여 재생 실크피브로인을 포름산에 11%(w/v)로 
4시간 동안 용해하여 방사원액을 제조하였다. 이후 방사원액을 
주사기에 옮겨 담아 13 kV의 전압, 0.3 mL/h의 유속으로 24시간 
동안 황산지 위에 전기방사하였다. 전기방사한 실크피브로인 
나노섬유 지지체는 에탄올에 1시간 동안 침지하여 결정화하였다.
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Figure 1. Chemical structure of Cys-KR12. Peptide 
sequence is NH2-CKRIVKRIKKWLR-COOH. (blue: basic 
residue, red: hydrophobic residue, green: thiol group of 
cysteine residue)
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3.2.2. 항균성 펩타이드의 고정화
Cys-KR12를 고정화하기 위한 반응은 EDC/NHS와 
티올-말레이미드 반응을 이용하여 3단계로 진행하였다(Figure 2). 
먼저, 실크피브로인 나노섬유 지지체를 충분히 수화시키기 위하여 
2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid(MES) 완충용액(pH 
6.0)에 1시간 동안 침지시켰다. 그리고 EDC(0.4 mg/mL)와 
NHS(0.6 mg/mL)를 넣고 15분간 반응시켜 카르복실기를 활성화 
시켰다. 이후 말레이미드기를 도입하기 위하여 pH 7.4의 
인산완충생리식염수(phosphate buffered saline, PBS)에서 
N-(2-aminoethyl)maleimide(AEM) 링커(0.2 mg/mL)와  2시간 
동안 반응시키고, 반응 후 증류수로 세 번 수세하였다. 마지막으로, 
AEM 링커가 도입된 실크피브로인 나노섬유 지지체(SF-AEM)를 
다양한 농도(50, 100, 200, 500 μg/mL)의 Cys-KR12 용액에 
넣고 pH 7.4의 PBS 완충용액에서 4시간 동안 반응시켜 
Cys-KR12를 고정화하였다. 반응이 끝난 후, 미반응물을 제거하기 
위하여 증류수로 세 번 수세하였다. 시료명은 고정화에 사용한 
Cys-KR12 용액의 농도로 명명하였으며, Table 1에 표기하였다. 
3.3. 표면 특성 분석
3.3.1. 형태학적 구조
제조한 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면의 형태학적 구조를 
살펴보기 위하여 전계방출형 주사전자현미경(Field Emission 
Scanning Electron Microscope, FE-SEM)(SUPRA, Carl Zeiss, 
Germany)을 이용하였다. 주사전자현미경 사진 중 섬유 100개를 
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Figure 2. Reaction scheme for immobilization of 
Cys-KR12 on SF nanofiber matrix using EDC/NHS and 
thiol-maleimide chemistry.
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Table 1. Sample identification with concentrations of 
Cys-KR12 solution.
Sample ID Pristine SF K50 K100 K200 K500
Concentration 
of Cys-KR12 
(μg/mL)
- 50 100 200 500
- 17 -
임의 선정한 후, Image J 소프트웨어를 이용하여 나노섬유의 평균 
직경 및 분포를 측정하였다.
3.3.2. 항균성 펩타이드의 정량
표면에 고정화 된 Cys-KR12의 양은 Ellman’s assay를 
이용하여 정량화하였다. 먼저, 고정화 반응 전 용액과 고정화 반응 
후 남아 있는 용액 20 μL를 각각 96-well pate에 옮긴 후, 
Ellman 시약(5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid), DTNB) 
(Thermo Scientific, USA) 200μL를 넣고 상온에서 15분간 
반응시켰다. 이후 412 nm에서의 흡광도를 마이크로 플레이트 
리더기(Microplate reader)(Synergy HT, Bio-Tek instruments, 
USA)를 이용하여 측정하였다. 반응 수율(1) 및 고정화 밀도(2)는 
다음 식을 이용하여 계산하였다.


× (1)

×
(2)
where,  : reaction yield
 : immobilization density
 : initial concentration of the peptide solution
 : final concentration of the peptide solution
 : volume of the peptide solution
 : surface area of the nanofiber matrix
나노섬유의 표면적은 나노섬유를 원기둥 모양으로 가정하고 식 
(3)과 (4)를 이용하여 계산하였다.
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



 (3)


(4)
where,  : mean diameter of the nanofiber
 : length of the nanofiber
 : mass of the nanofiber matrix in air
 : density of the nanofiber
나노섬유의 밀도는 공기 중에서의 질량과 헥산 속에서의 질량을 
측정하여 이를 다음 식(4)에 대입하여 계산하였다.
 
 
× (5)
where,  : mass of the nanofiber matrix in n-hexane
 : density of hexane at measured temperature
3.3.3. 제타 전위 측정
항균성 펩타이드의 고정화에 따른 표면 전하의 변화를 확인하기 
위하여 전기영동 광산란 광도계(Electrophoretic Light Scattering 
Spectrophotometer, ELS)(ELS-8000, Otsuka Electronics, 
Japan)로 나노섬유 지지체 표면의 제타 전위를 측정하였다. 측정은 
pH 7.0의 증류수에 침지하여 나노섬유 지지체를 수화시킨 후 
25℃에서 측정하였다.
3.3.4. 표면 원소 분석
항균성 펩타이드 고정화에 따른 표면의 원소 변화를 확인하기 
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위하여 X선 광전자 분광법(X-ray Photoelectron Spectroscopy, 
XPS)(SIGMA PROBE, Thermo Scientific, USA)을 실시하였다. 
X선원은 Al Kα(hν=1486.6 eV) 단색광을 사용하였으며, 
0.0-1000.0 eV 범위를 1.0 eV 간격으로 survey scan 하였다. 
고해상도의 XPS 스펙트럼은 C1s의 전자결합에너지인 285.0 eV를 
기준으로 하여, C1s(278.0-298.0 eV), N1s(392.0-412.0 eV), 
O1s(524.0-544.0 eV)를 0.1 eV 간격으로 분석하였다.
3.4. 항균성 평가
3.4.1. 박테리아 배양
항균성 평가 실험에는 2종의 그람 양성균과 2종의 그람 음성균을 
사용하였다. 그람 양성균으로는 황색포도상구균(Staphylococcus 
aureus, ATCC 25923)과 표피포도상구균(Staphylococcus 
epidermidis, ATCC 12228)을 사용하였으며, 그람 음성균으로는 
대장균(Escherichia coli, ATCC 9637)과 녹농균(Pseudomonas 
aeruginosa, ATCC 15692)을 사용하였다. 박테리아는 
Luria-Bertani(LB)(BD Difco) 배지와 한천 평판 위에서 37℃ 
조건으로 배양하였다. 접종균액의 농도는 600 nm에서의 흡광도를 
마이크로 플레이트 리더기로 측정하여 조절하였다.
3.4.2. 최소저지농도
본 실험에 사용한 Cys-KR12의 용액 상태에서의 항균성을 
확인하기 위하여, 배지미량희석법(broth microdilution method)을 
이용하여 4종의 박테리아에 대하여 최소저지농도(minimum 
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inhibitory concentration, MIC)를 측정하였다. 이를 위하여 
Cys-KR12를 PBS 완충용액에 1-40 μg/mL의 농도로 녹여 
Cys-KR12 용액을 제조하였다. 이후 96-well polypropylene 
plate에 Cys-KR12 용액 50 μL와 접종균액(1×106 CFU/mL) 
50 μL를 넣고 37℃에서 20시간 동안 진동 배양하였다. 
박테리아의 성장을 확인하기 위해 1시간 간격으로 600 nm에서의 
흡광도를 측정하였으며, 최소저지농도는 박테리아의 성장을 
저지하는 Cys-KR12 용액의 최소 농도로 정의하였다.
3.4.3. 지지체의 항균성 평가
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성은 JIS Z 2801 방법을 이용하여 4종의 박테리아에 대해 
평가하였다. 먼저, 50 μL의 접종균액(1×105 CFU/mL)을 제조한 
시료에 접종한 후 37℃에서 4시간 동안 배양하였다. 이후 시료를 
24-well plate에 옮겨 1 mL의 PBS 완충용액에 침지시킨 후 
5분간 초음파 수조(KODO JAC-4020, 40 kHz)에서 초음파 
처리를 하여, 지지체에 붙어 있던 박테리아를 용액 속으로 다시 
분산시켰다. 초음파 처리를 하여 분산시킨 박테리아 현탁액을 
10배로 단계희석한 후, 50 μL의 박테리아 현탁액을 다시 LB 한천 
평판에 도말하고, 이를 37℃에서 24시간 동안 배양하여 형성된 
군락의 수를 측정하였다.
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성이 장시간 안정적으로 유지되는지를 확인하기 위하여 PBS 
완충용액에 침지한 후, 3주 동안 37℃와 4℃에서 보관하였다. 
1주일 간격으로 보관하고 있던 시료를 꺼내어 전과 동일한 
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방법으로 황색포도상구균과 대장균에 대하여 항균성을 평가하였다. 
정균감소율(bacterial reduction)은 형성된 군락의 수를 측정하여 
다음 식에 따라 계산하였다.


× (6)
where,  : bacterial reduction
 : colony forming unit of Pristine SF
 : colony forming unit of K200
3.4.4. 지지체의 바이오필름 형성 유무 평가
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
바이오필름 형성 유무는 FE-SEM으로 확인하였다. 이를 위해 먼저 
50 μL의 접종균액(1×106 CFU/mL)을 시료에 접종한 후 
37℃에서 24시간 동안 무진동 배양하였다. 이후 시료를 PBS 
완충용액으로 세 번 수세한 뒤, 2.5%(v/v) 글루타르알데히드 
용액으로 박테리아 세포를 고정화하였고, 다시 고정화된 시료를 
FE-SEM 관찰을 위하여 에탄올 수용액으로 탈수하였다. 
3.5. 세포적합성 평가
3.5.1. 세포 배양
세포적합성 평가에는 인간유래 각질세포(human keratinocyte, 
HaCaT), 인간유래 진피 섬유아세포(human dermal fibroblast, 
NHDF), 쥐유래 대식세포(murine macrophage, Raw 264.7) 
이렇게 3종의 동물세포를 사용하였다. 세포 배양에는 10%(v/v)의 
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소태아혈청과 1%(v/v)의 페니실린/스트렙토마이신을 첨가한 
둘베코수정이글배지(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, 
DMEM)(Corning)를 사용하였으며, 37℃에서 5% CO2 조건으로 
배양하였다.
3.5.2. 세포 독성 평가
본 실험에 사용한 Cys-KR12의 용액 상태에서의 세포 독성을 
평가하기 위하여 MTT assay를 실시하였다. 각질세포와 
섬유아세포를 각각 96-well plate에 10,000 cells/well의 농도로 
접종한 뒤 24시간 동안 배양하였다. 이후 무혈청배지에 
Cys-KR12를 1-1,000 μg/mL의 농도로 녹인 뒤, 세포 배지를 
Cys-KR12 용액으로 바꿔주고 24시간 동안 더 배양하였다. 
24시간 배양 후, 3-​(4,5-​Dimethyl-​2-​thiazolyl)​-​2,5-​
diphenyl-​2H-​tetrazolium bromide(MTT) 용액(5 mg/mL) 10 
μL를 세포 배지에 첨가하여 4시간 동안 반응시켰다. 형성된 
불용성의 포르마잔 결정을 다시 150 μL의 디메틸술폭시드에 
30분간 용해한 뒤, 570 nm에서의 흡광도를 마이크로 플레이트 
리더기를 통해 측정하였다. 상대적 세포 생존율은 아무 처리를 하지 
않은 대조군을 기준으로 계산하였으며, 반수치사량(lethal dose 50, 
LD50)은 Origin 소프트웨어를 통해 DoseResp sigmoidal curve 
fitting을 하여 계산하였다.
3.5.3. 세포 증식능 평가
Cys-KR12가 고정화된 실크피브로인 나노섬유 지지체의 세포 
증식능을 평가하기 위하여 각질세포와 섬유아세포의 대사활성 및 
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DNA 양을 측정하였다. 먼저, 96-well plate에 세 가지 
시료(Pristine SF, K200, K500)를 올려놓고, 그 위에 각각의 
세포를 2,000 cells/well로 접종하여 10일간 배양하였다.
세포의 대사활성은 CellTiter-Blue® cell viability assay를 
이용하여 측정하였다. 1, 4, 7, 10일차에 10배 농도의 
CellTiter-Blue® 시약(Promega) 20 μL를 200 μL의 배지에 
희석하여 각 well에 넣어준 뒤 5시간 동안 반응시켰다. 이후 세포 
배지 150 μL를 black 96-well plate로 옮긴 뒤, 마이크로 
플레이트 리더기로 형광강도(Ex: 560 nm, Em: 590 nm)를 
측정하였다.
세포의 DNA 양은 QuantiFluor® dsDNA assay를 이용하여 
측정하였다. 1, 10일차에 세포를 배양한 지지체를 PBS 
완충용액으로 세 번 수세한 후, 1.5 mL 마이크로튜브로 옮겨 담아 
TIANamp Genomic DNA kit(Qiagen)를 이용하여 DNA를 추출 
및 정제하였다. 이후 정제된 DNA 시료 100 μL와 QuantiFluor® 
dsDNA 시약(Promega) 100 μL를 black 96-well plate에 옮겨 
5분간 상온에서 반응시킨 뒤, 마이크로 플레이트 리더기를 이용하여 
형광강도(Ex: 504 nm, Em: 531 nm)를 측정하였다.
세포의 대사활성 및 DNA 양은 1일차 값에 대한 변화량(fold 
change)으로 계산하여 표기하였다. 
3.5.4. 웨스턴 블로팅(western blotting)
각질세포의 분화 정도를 평가하기 위하여 각질세포의 분화 표지인 
인볼루크린(involucrin)을 웨스턴 블로팅하였다. 이를 위해 먼저, 
시료(Pristine SF, K200, K500)를 48-well plate에 올려놓고, 그 
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위에 각질세포를 20,000 cells/well의 농도로 접종하여 10일간 
배양하였다. 대조군으로는 시료를 올려놓지 않은 tissue culture 
plate(TCP)를 사용하였다. 배양된 세포로부터 단백질을 추출하기 
위하여, 시료를 세 번 수세한 후 RIPA 완충용액(Amresco)으로 
세포를 용해하고, 이를 Amicon® Ultra Centrifugal Filter(Merck 
Millipore)(MWCO 3,000)를 이용하여 농축하였다.
농축된 단백질 추출액의 농도를 BCA assay kit(Thermo 
Scientific)를 이용하여 측정한 뒤, 같은 농도로 희석하여 
SDS-폴리아크릴 아마이드 젤 전기영동(Sodium Dodecyl 
Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis)을 실시하였다. 
젤은 10% 폴리아크릴 아마이드 젤(Mini-PROTEAN® TGX™ 
Precast Gels, Bio-Rad)을 사용하였다.
전기영동으로 분리한 단백질을 Trans-Blot® Turbo™ Transfer 
System(Bio-Rad)을 이용하여 PVDF(Polyvinyliden difluoride) 
막(Bio-Rad)에 옮긴 후, 5%(w/v) 탈지유를 첨가한 PBST(PBS 
with 0.05% Tween 20) 용액을 처리하여 단백질의 
비특이적결합을 차단하였다. 탈지유 처리한 PVDF 막에 1, 2차 
항체를 각각 1시간씩 처리하고, 각 처리가 끝날 때마다 30분간 
PBST로 세 번씩 수세하였다. 이후 겨자무과산화효소(horseradish 
peroxidase, HRP) 기질(West Pico Chemiluminescent 
Substrate, Thermo Scientific)을 5분간 처리하고, 이를 CCD 
카메라(ChemiDoc™ XRS+ System, Bio-Rad)로 촬영하여 
단백질 밴드 이미지를 얻었다. 1차 항체로는 대조군 단백질인 
베타액틴(β-actin) 항체(mouse anti-human beta actin loading 
control antibody(BA3R), Thermo Scientific)와 분화 표지 
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단백질인 인볼루크린 항체(mouse anti-human involucrin 
antibody(SY5), Thermo Scientific)를 사용하였으며, 2차 
항체로는 겨자무과산화효소가 포함된 항체(HRP-conjugated goat 
anti-mouse IgG (H+L) secondary antibody, Thermo 
Scientific)를 사용하였다. 1, 2차 항체 희석액은 SignalBoost™ 
Immunoreaction Enhancer Kit(Merck Millipore)를 사용하였다. 
밴드의 강도는 Image J 소프트웨어를 사용하여 측정하였으며, 
베타액틴 대비 인볼루크린 강도(involucrin/β-actin)를 계산하여 
나타내었다.
3.5.5. 면역형광법(immunofluorescence)
각질세포의 분화 정도를 형광현미경으로 관찰하기 위하여 
면역형광법을 이용하였다. 앞선 실험과 동일한 조건으로 각질세포를 
10일간 배양한 시료를 PBS 완충용액으로 세 번 수세한 후 
4%(w/v) 파라포름알데히드 수용액에 10분간 침지시켜 세포를 
고정화하였다. 고정화된 세포에 0.25%(v/v)의 Triton X-100과 
1%(w/v)의 BSA를 처리한 후, 1차 인볼루크린 항체와 형광표지된 
2차 항체(Alexa Fluor® 488-conjugated goat anti-mouse IgG 
(H+L) secondary antibody, Thermo Scientific)를 차례대로 
1시간씩 처리하였다. 이후 F-액틴(F-actin)과 세포핵을 염색하기 
위하여 각각 로다민-팔로이딘(rhodamine-phalloidin)(Molecular 
Probe)과 다피(DAPI)(Molecular Probe)로 염색하였다. 염색된 
세포의 관찰은 공초점레이저현미경(Confocal Laser Scanning 
Microscope, CLSM)(TCS SP8, Leica)으로 실시하였다.
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3.5.6. 효소결합면역흡착측정법
지질다당류에 의한 종양괴사인자알파(TNF-α)의 발현을 
효소결합면역흡착측정법(Enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)을 이용하여 측정하였다. 먼저, 시료(Pristine SF, K200, 
K500)를 96-well plate에 올려놓고, 그 위에 대식세포를 50,000 
cells/well의 농도로 접종한 뒤 12시간 동안 배양하였다. 이후 
대장균(0111:B4)에서 추출한 지질다당류를 10 ng/mL로 6시간 
동안 처리하여 대식세포의 면역반응을 활성화시키고, 이를 ELISA 
kit(Novex)를 이용하여 측정하였다. 지질다당류를 처리하기 전과 
후의 세포 배지 50 μL를 바이오틴이 결합된 항체(Ms TNF-α 
Biotin Conjugate) 50 μL와 함께 포획 항체가 코팅된 96-well 
plate에 넣어주고 상온에서 90분간 반응시켰다. 이후 
streptavidin-HRP 용액 100 μL를 넣고 30분간 반응시켜준 뒤, 
TMB(tetramethylbenzidine) 발색체(chromogen) 100 μL를 
넣고 30분간 반응시켰다. 마지막으로 반응을 멈추기 위해 
정지액(stop solution) 100 μL를 넣어준 뒤, 마이크로 플레이트 
리더기를 이용하여 450 nm에서의 흡광도를 측정하였다.
3.6. 통계처리
정량화된 모든 실험은 세 번씩 반복 실험하였으며, 결과 값은 
평균±표준편차로 나타내었다. Pristine SF와 명시한 시료 간의 
통계적 유의성은 스튜던트 t-검정을 사용하여 확인하였다(*p < 
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). 
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제 4 장 결과 및 고찰
4.1. 항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 표면 특성
4.1.1. 형태학적 구조
전기방사를 통해 제조한 나노섬유 지지체는 세포외 기질이 갖는 
나노 크기의 섬유상 및 다공성 구조를 재현하여, 세포가 부착하고 
증식하는 데 좋은 환경을 제공해주기 때문에, 항균성 펩타이드의 
고정화 후에도 이러한 나노섬유 구조를 유지하는 것이 매우 
중요하다. Figure 3은 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 
항균성 펩타이드를 고정화하기 전과 후의 주사전자현미경 사진이다. 
Figure 3A를 통해 본 실험에서 사용한 전기방사 조건 하에서 
비드(bead)없이 가느다란 나노섬유가 잘 방사되었다는 것을 확인할 
수 있었고, Figure 3B를 통해 Cys-KR12를 고정화한 후에도 
이러한 나노섬유 구조가 유지된다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 
Figure 3C와 3D를 통해 확인할 수 있듯이, Cys-KR12를 
고정화한 후의 실크피브로인 나노섬유 지지체의 평균 섬유 직경은 
356±55 nm로, 고정화 전의 평균 섬유 직경인 354±66 nm와 
차이가 없었으며, 섬유 직경 분포 역시 200-600 nm 범위에서 
비슷한 분포를 갖는 것을 확인하였다.
따라서 본 실험에서 사용한 EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 
반응이 나노섬유 지지체의 형태학적 구조에 영향을 끼치지 않음을 
확인할 수 있었다. 이는 앞서 언급하였듯이 나노섬유 지지체를 
생체재료로 활용함에 있어서 매우 중요한 요소이기에, 본 실험에 
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Figure 3. FE-SEM images of SF nanofiber matrix (A) 
before and (B) after peptide immobilization; Average fiber 
diameter and fiber diameter distribution of SF nanofiber 
matrix (C) before and (D) after peptide immobilization. 
- 29 -
사용한 EDC/NHS 반응과 티올-말레이미드 반응이 나노섬유 
지지체의 화학적 개질 반응에 적합한 반응이라는 사실을 알 수 
있다.
4.1.2. 고정화 항균성 펩타이드의 정량적 분석
항균성 펩타이드를 표면에 고정화하는 경우 펩타이드의 고정화 
밀도와 고정화 방향, 스페이서(spacer)의 길이나 유연성 등에 의해 
활성이 크게 달라진다[98]. 본 연구에서는 Cys-KR12 용액의 
농도를 달리함으로써 표면에 고정화된 Cys-KR12의 고정화 
밀도를 조절하였다. Figure 4는 Cys-KR12 용액의 농도에 따른 
고정화 밀도와 반응 수율을 나타낸 그래프이다. Cys-KR12 용액의 
농도를 50 μg/mL에서 500 μg/mL로 증가시킴에 따라 
Cys-KR12의 고정화 밀도는 0.15 nmol/cm2에서 1.43 
nmol/cm2로 거의 비례하게 증가하였다. 고정화 반응의 수율 역시 
Cys-KR12의 농도를 증가시킴에 따라 95.9%에서 91.0%로 다소 
감소하기는 하였으나, 모든 조건에서 90% 이상의 높은 수치를 
나타냈다. 
이처럼 매우 높은 반응 수율은 두 가지 요소에 기인한 것으로 
생각된다. 첫 번째는 나노섬유가 가지는 형태학적 구조에 기인한다. 
전기방사로 제조한 나노섬유는 다른 제조형태에 비하여 매우 큰 
비표면적과 다공성 구조를 갖는다. Lee et al.[99]은 전기방사로 
제조한 실크피브로인 나노섬유에 글루타르알데히드를 이용하여 
알파키모트립신을 고정화한 결과, 정련한 실크피브로인 섬유나 
세리신을 함유한 실크피브로인 섬유에 비하여 5배 정도 높은 
고정화 효율을 보였다. Ye et al.[100] 역시 전기방사한 
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Figure 4. Immobilization density of Cys-KR12 and 
reaction yield with various concentrations of Cys-KR12 
measured by Ellman’s assay.
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폴리(아크릴로니트릴-말레산) 공중합체 나노섬유에 리파아제를 
고정화한 결과, 중공사에 비하여 10배 정도 높은 고정화 효율을 
보였다.
두 번째는 티올-말레이미드 반응의 높은 반응성에 기인한다. 
티올-말레이미드 반응은 마이클 첨가반응의 한 형태로, 친핵체가 
알파베타 불포화 카보닐 화합물의 베타 위치에 첨가되는 친핵성 
첨가반응이다. 특히, 티올기는 친핵체 중에서도 전지밀도가 높은 
반면, 말레이미드의 C=C 결합은 결합각 왜곡과 고리 변형 및 시스 
형태의 카보닐기로 인하여 다른 마이클 공여기보다 반응성이 매우 
높다[101].
따라서 전기방사로 제조한 나노섬유의 형태학적 구조와 더불어 
티올-말레이미드 반응의 높은 반응성으로 인하여, Cys-KR12가 
높은 수율로 고정화되었다고 생각된다.
4.1.3. 고정화 항균성 펩타이드의 정성적 분석
Figure 5는 Cys-KR12를 고정화하였을 때 실크피브로인 
나노섬유 지지체 표면의 제타 전위 변화를 나타낸 그래프이다. 
아무런 처리를 하지 않은 Pristine SF는 표면이 음전하를 띠는데, 
이는 실크피브로인의 등전점이 약 pH 4.5 부근이기 때문이다. 
단백질의 등전점은 분자 내 양전하를 띠는 작용기와 음전하를 띠는 
작용기의 전하량 합이 같아, 전체적으로 중성을 띠게 되는 pH를 
말한다. 등전점보다 pH가 높게 되면 산성 작용기가 염기성 
작용기보다 많이 이온화되어 전체적으로 음전하를 띠게 된다. 
반대로 등전점보다 pH가 낮게 되면 염기성 작용기가 산성 
작용기보다 많이 이온화되어 전체적으로 양전하를 띠게 된다. 
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Figure 5. Surface zeta potential of Pristine SF, SF-AEM, 
and K200 measured by ELS at pH 7.0.
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따라서 등전점보다 높은 pH 7.0에서 Pristine SF가 음전하를 띠는 
것이다. SF-AEM의 경우에는 표면이 음전하를 띠고 있긴 하지만, 
Pristine SF에 비하여 표면의 음전하 값이 감소하였다. 이는 산성 
작용기인 카르복실기가 AEM 링커의 아민기와 반응하여 아마이드 
결합을 형성함에 따라, 이온화될 수 있는 카르복실기의 수가 
줄어들었기 때문이다. 반면, K200의 경우 표면전하가 음전하에서 
양전하로 바뀌었는데, 이는 양전하를 띠는 양이온성의 
Cys-KR12가 고정화되었기 때문이다. Cys-KR12의 순전하량(net 
charge)은 +7로, Figure 1에서 볼 수 있듯이 아미노산 서열 13개 
중 산성 아미노산은 존재하지 않으며 C-말단의 카르복실기가 
유일한 산성 작용기이다. 반면 N-말단을 제외한 염기성 아미노산은 
아미노산 서열 13개 중 총 7개로, 아민기를 갖는 리신이 4개, 
구아니딘기를 갖는 아르기닌이 3개 존재한다. 따라서 Cys-KR12의 
고정화에 따른 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면의 제타 전위 
변화는 양전하를 띠는 Cys-KR12의 고정화에 기인한다. Lequeux 
et al.[91] 역시 히알루론산에 항균성 펩타이드인 나이신을 
고정화하고 용액 상태에서의 제타 전위를 측정한 결과, 고정화된 
양이 증가할수록 음전하 값이 줄어드는 것을 확인하였다. 따라서 
제타 전위 변화를 통해 Cys-KR12가 성공적으로 고정화되었음을 
확인하였다.
이러한 변화는 XPS를 이용한 표면의 원소 분석 결과에서도 
동일하게 나타난다. Figure 6A와 6B는 각각 Pristine SF와 
K200의 survey scan 스펙트럼으로, 단백질을 구성하는 원소인 
탄소(C1s), 질소(N1s), 산소(O1s)가 모두 존재하는 것이 
확인되었다. Figure 6C부터 6H는 각각의 원소에 대한 고해상도 
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Figure 6. XPS analysis for characterization of surface 
elemental composition. Survey scan spectra of (A) 
Pristine SF and (B) K200; High resolution C1s spectra of 
(C) Pristine SF and (D) K200; High resolution N1s 
spectra of (E) Pristine SF and (F) K200; High resolution 
O1s spectra of (G) Pristine SF and (H) K200. 
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Figure 6. (continued)
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XPS 스펙트럼이다. Figure 6E와 6F, 6G와 6H에서 볼 수 있듯이, 
질소와 산소의 고해상도 XPS 스펙트럼에서는 큰 차이를 발견하지 
못했다. 하지만 Cys-KR12를 고정화하기 전(Figure 6C)과 
후(Figure 6D)의 탄소의 고해상도 XPS 스펙트럼에서는 차이가 
존재했다. C1s의 피크는 크게 지방족 탄소인 C-C나 C-H에 
해당하는 C1(285.0 eV), C-N이나 C-O 결합에 해당하는 
C2(286.5 eV), 펩타이드의 주사슬인 O=C-N 결합에 해당하는 
C3(288.5 eV)로 분리된다. Table 2는 C1s의 각 피크별 
원자백분율(atomic percent, at%)을 나타낸 것인데, Cys-KR12를 
고정화하였을 때 펩타이드의 주사슬인 O=C-N 함량에는 큰 변화가 
없으나, 지방족 탄소에 해당하는 C-C나 C-H의 함량은 줄고 
C-N이나 C-O의 함량은 증가하였다. 또한 N1s와 C1s의 상대적 
원자백분율 비(N/C ratio) 역시 Cys-KR12의 고정화 이후에 
0.22에서 0.24로 증가하였다. 이는 상대적으로 질소 함량이 높은 
Cys-KR12의 고정화 때문이다. 앞서 언급하였듯이 Cys-KR12는 
아민기와 구아니딘기를 갖는 리신과 아르기닌을 다수 포함하고 
있는 반면, 실크피브로인은 리신(0.2mol%)과 아르기닌(0.3mol%) 
함량이 매우 낮고, 결정 구조 역시 주로 GAGAGS나 GAGAGY로 
이루어져 있다. 따라서 Cys-KR12가 실크피브로인에 비하여 
상대적으로 질소 함량이 높기 때문에, 고정화 이후에 C1s 피크에서 
C-N 결합에 해당하는 피크의 원자백분율이 높아지고 N/C ratio가 
증가한 것이다. 이러한 결과는 Cys-KR12의 고정화 이후에 표면 
전하가 음전하에서 양전하로 바뀐 것과 상응한다. Bai et al.[85] 
역시 실크피브로인 필름에 항균성 펩타이드인 세크로핀을 고정화한 
후 XPS로 분석한 결과, N/C ratio가 0.24에서 0.26으로 
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Table 2. Surface elemental composition of Pristine SF and 
K200.
Sample Pristine SF K200
C1(at%)
(C-C, C-H)
51.26 40.75
C2(at%)
(C-N, C-O)
25.14 33.61
C3(at%)
(O=C-N)
23.60 25.64
C1s(at%) 81.79 80.63
N1s(at%) 18.21 19.37
N/C ratio 0.22 0.24
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증가하였다. 따라서 XPS 분석을 통해 Cys-KR12가 실크피브로인 
나노섬유 지지체 표면에 성공적으로 고정화되었음을 다시 한 번 
확인하였다. 
4.2. 고정화 항균성 펩타이드의 항균성
4.2.1. 항균성 펩타이드의 최소저지농도
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체의 
항균성을 평가하기에 앞서, KR12의 N-말단에 시스테인을 도입한 
Cys-KR12가 항균성을 유지하는지 확인하였다. 일반적으로 어떤 
물질이 박테리아에 대해 항균성을 갖는지는 최소저지농도를 
측정하여 확인한다. 현탁액은 구성 입자의 수가 증가할수록 빛이 
산란되기 때문에 투과도가 낮아지는데, 박테리아 현탁액 역시 
박테리아의 수가 증가할수록 600 nm 파장에서의 투과도가 
낮아진다. 따라서 600 nm 파장에서의 흡광도가 증가하지 않는 
것은 박테리아가 성장하지 않는 것을 의미하며, 이러한 최소 농도를 
최소저지농도라 한다.
Figure 7은 4종의 병원성 박테리아에 대한 최소저지농도 측정 
결과이다. 대장균의 경우 Cys-KR12의 농도가 4 μg/mL 이상일 
때 더 이상 박테리아가 성장하지 않았으며, 이를 제외한 나머지 세 
가지 균주는 8 μg/mL 이상일 때 박테리아 수가 증가하지 않았다. 
KR12의 최소저지농도는 1-8 μM로 알려져 있다[24]. 따라서 
최소저지농도 측정 결과를 통해 N-말단에 시스테인을 도입한 
Cys-KR12가 항균성을 유지함을 확인하였다.
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Figure 7. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of 
Cys-KR12 against (A) S. aureus, (B) S. epidermidis, (C) 
E. coli, and (D) P. aeruginosa mesured by broth 
microdilution method. OD at 600 nm was kinetically 
measured for monitoring bacterial growth. MIC was 4 μ
g/mL for E. coli and 8 μg/mL for the others.
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4.2.2. 고정화 밀도에 따른 항균성
Figure 8은 Cys-KR12의 고정화 밀도에 따른 실크피브로인 
나노섬유 지지체의 항균성을 평가한 결과다. K50과 K100의 경우 
Pristine SF에 비하여 살아있는 박테리아의 수가 적긴 하였지만 
여전히 생존하고 있는 박테리아가 존재하였으며, 일부 균주에 
대해서는 초기 접종한 개체 수보다 증가하기도 하여 실질적으로 
항균성을 갖는다고 볼 수 없었다. 반면 보다 많은 양의 항균성 
펩타이드가 고정화된 K200과 K500의 경우 모든 박테리아가 
사멸하였다. 따라서 K200의 고정화 밀도인 0.60 nmol/cm2가 높은 
항균성을 나타내는 최소 고정화 밀도임을 확인하였다.
앞서 언급하였듯이 표면에 고정화된 항균성 펩타이드의 활성은 
고정화 밀도와 고정화 방향, 스페이서의 길이나 유연성 등에 의해 
달라진다. Bagheri et al.[102]은 표면에 항균성 펩타이드를 
고정화할 경우 활성이 감소하기 때문에 활성을 유지하기 위해서는 
길이가 긴 스페이서가 필요하다고 주장하였고, Gabriel et al.[103] 
역시 항균성 펩타이드를 고정화할 경우 입체 장해가 존재하기 
때문에 충분한 길이의 유연한 스페이서가 있어야 항균성 
펩타이드가 활성을 잃지 않는다고 주장하였다. 하지만 본 연구에서 
사용한 AEM 링커는 그 길이가 탄소 5개 길이 정도밖에 되지 않는 
매우 짧은 스페이서임에도 불구하고 높은 항균성을 갖는 지지체를 
제조할 수 있었다. 실제로 최근에는 스페이서를 사용하지 않거나 
짧은 길이의 스페이서를 사용하고도 높은 항균성을 나타낸다는 
연구결과가 보고되었다[43, 96, 104]. 
이렇게 짧은 스페이서를 사용했음에도 불구하고 높은 항균성을 
가진 이유는 두 가지 요소에 기인한다고 생각된다. 먼저, 항균성 
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Figure 8. Surface antimicrobial activity of Pristine SF and 
Cys-KR12-immobilized SF nanofiber matrix measured by 
modified JIS Z 2801 method.
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펩타이드의 특이적인 고정화 방향이 높은 항균성을 나타냈다고 
생각된다. 항균성 펩타이드의 양이온성 잔기와 소수성 잔기는 
박테리아의 세포막에 침투하는데 중추적인 역할을 담당하기 때문에, 
양이온성 잔기는 표면 쪽으로, 소수성 잔기는 바깥쪽으로 향하게 
고정화하는 것이 중요하다[105]. 본 실험에 사용한 KR12는 소수성 
잔기인 트립토판이 C-말단에 위치하고 있기 때문에(Figure 1), 
KR12의 N-말단에 티올기를 갖는 시스테인을 도입하여 소수성 
잔기를 바깥으로 노출시킬 수 있도록 고정화하였다. 따라서 항균성 
펩타이드가 박테리아의 세포막에 보다 더 효과적으로 작용할 수 
있도록 N-말단 방향으로 특이적으로 고정화 한 것이 높은 
항균성을 나타낸 원인이라 생각된다.
두 번째 요인은 나노섬유 구조와 티올-말레이미드 반응에 의한 
높은 고정화 밀도 때문이라 생각된다. 기존 문헌들과 비교해보면 
반응 용액의 펩타이드 농도는 거의 유사하나 고정화 밀도는 본 
연구에서 대략 10배 정도 높았다. 이처럼 높은 고정화 밀도는 
음전하를 띠는 실크피브로인 나노섬유 지지체 표면을 양전하를 
띠게끔 변화시켰으며, 양전하를 띠는 표면이 음전하를 띠는 
박테리아 세포막을 정전기적 인력으로 강하게 끌어당김으로써 
표면에 고정화되어 있는 Cys-KR12가 박테리아 세포막을 
효과적으로 파괴시킬 수 있도록 해주었다[3]. 따라서 항균성 
펩타이드의 고정화 밀도를 충분히 증가시킴으로써, 표면에 고정화된 
항균성 펩타이드가 효과적으로 박테리아의 세포막을 파괴시켜 높은 
항균성을 나타냈다고 생각된다.
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4.2.3. 보관 온도에 따른 항균성
항균성 펩타이드를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체를 
창상피복재로 사용하기 위해서는, 장기 보관에 따른 항균성의 
유지도 중요한 요소이다. 따라서 본 연구에서는 높은 항균성을 
보였던 K200에 대해 보관 온도에 따른 항균성을 평가하였다. 
Figure 9A와 9B를 통해 확인할 수 있듯이, 4℃에서 보관할 
경우에는 3주 이상 보관하더라도 항균성이 떨어지지 않고 유지되는 
반면, 37℃에서 보관할 경우에는 대장균에 대한 항균성은 유지 
되지만 1주일 이후부터 황색포도상구균에 대한 항균성이 떨어지는 
것을 확인하였다. 이처럼 보관 온도에 따라 항균성이 떨어지는 
원인은 고정화한 항균성 펩타이드가 변성되기 때문이라고 생각된다. 
일반적으로 단백질이나 펩타이드는 수용액 상태에서 장기간 보관 
시 그 구조가 변하기 때문에, 냉장 또는 냉동 상태로 보관하거나 
동결건조하여 보관한다. 따라서 본 연구에서 사용한 Cys-KR12를 
고정화하여 창상피복재로 사용할 시, 4℃에서 냉장 보관하여 
사용하거나 건조된 형태로 보관하여 사용한다면 항균성을 유지할 
수 있을 것이라 생각된다.
4.2.4. 항바이오필름 효과
박테리아가 고체 표면에 부착하게 되면 바이오필름을 형성하게 
되는데, 한번 바이오필름이 형성되면 항생제나 면역체계에 의해 
쉽게 제거되지 않고 주변 영양소를 뺏어갈 뿐만 아니라 내독소를 
분비한다. 따라서 빠른 상처 치유를 위해서는 창상피복재 표면에 
바이오필름이 형성되지 않게 하는 것이 중요하다. Figure 10은 
실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 Cys-KR12를 고정화하기 
- 44 -
Figure 9. Long-term stability of Cys-KR12-immobilized 
SF nanofiber matrix at (A) 4℃ and (B) 37℃ storage. 
Bacterial reduction (%) was calculated based on CFU of 
Pristine SF.
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Figure 10. FE-SEM images of 24 h-cultured S. aureus 
and E. coli on Pristine SF (left column) and K200 (right 
column) to observe biofilm formation.
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전과 후의 주사전자현미경 사진이다. Cys-KR12를 고정화하지 
않은 Pristine SF의 경우 황색포도상구균과 대장균이 바이오필름을 
형성하여 나노섬유 지지체 표면을 완전히 덮은 반면, Cys-KR12를 
고정화한 K200의 경우 나노섬유 지지체 표면에 부착된 박테리아의 
수가 현저히 줄어들었으며, 바이오필름 역시 형성되지 않았다. 
따라서 표면에 고정화한 이후에도 Cys-KR12가 바이오필름 
형성을 효과적으로 억제한다는 것을 확인하였다. 
4.3. 고정화 항균성 펩타이드가 세포 거동에 미치는 
영향
4.3.1. 항균성 펩타이드의 잠재적 세포 독성
Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 지지체가 세포 
거동에 미치는 영향을 확인하기 전에, 본 연구에 사용한 
Cys-KR12가 가지는 세포 독성을 확인하였다. Figure 11에서 
확인할 수 있듯이, 각질세포와 섬유아세포 모두 Cys-KR12 용액의 
농도가 50 μg/mL 이하로 낮을 때는 대조군인 TCP와 비교하여 
세포 생존율이 유사하거나, 오히려 각질세포의 경우에는 더 높게 
나타났다. 반면, Cys-KR12 용액의 농도가 100 μg/mL 이상으로 
높을 때는, 용액의 농도가 증가함에 따라 세포 생존율이 낮아져, 
500 μg/mL 이상일 때는 거의 생존하지 못하였다. 세포 생존율이 
50%가 되는 반수치사량은 각질세포의 경우 239.3 μg/mL로 
나타났으며, 섬유아세포의 경우에는 148.7 μg/mL로 나타났다. 
이는 Cys-KR12의 최소저지농도(4-8 μg/mL)에 비하여 약 
20~35배 정도 높은 수치이다. 따라서 높은 농도에서는 
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Figure 11. Cytotoxicity of Cys-KR12 on human 
keratinocyte (HaCaT) and human dermal fibroblast 
(NHDF) cells measured by MTT assay. Relative cell 
viability was calculated based on non-treated control. 
LD50 was calculated by DoseResp sigmoidal curve fitting 
using Origin software.
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Cys-KR12가 세포 독성을 나타내지만, 항균성을 나타내는 농도 
범위에서는 세포 독성을 나타내지 않음을 확인하였다.
4.3.2. 각질세포 및 섬유아세포 증식에 미치는 영향
피부 상처의 회복은 표피층의 각질세포와 진피층의 섬유아세포의 
증식 및 분화를 통해 이루어진다. 따라서 Cys-KR12를 고정화한 
실크피브로인 나노섬유 지지체를 창상피복재로 이용하기 위해, 
고정화된 Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식에 미치는 
영향을 평가하였다. Figure 12는 높은 항균성을 보였던 K200과 
K500, 그리고 대조군인 Pristine SF에 각질세포(Figure 12A)와 
섬유아세포(Figure 12B)를 10일 동안 배양하였을 때 세포의 
대사활성 변화를 측정한 결과이다. 각질세포의 경우 K200과 K500 
모두 Pristine SF와 비교하여 1일차보다 세포의 대사활성이 크게 
증가하였으며, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 변화폭이 
더 크게 나타났다. 섬유아세포 역시 각질세포와 비슷하게 고정화된 
Cys-KR12의 양이 증가할수록 세포의 대사활성 증가폭이 커지는 
경향성이 나타났다.
이러한 경향성은 DNA 양을 측정한 결과에서도 동일하게 
나타났다. Figure 13은 Pristine SF, K200, K500에 
각질세포(Figure 13A)와 섬유아세포(Figure 13B)를 10일 동안 
배양하였을 때 DNA 양의 변화를 측정한 결과이다. 표면에 
고정화한 Cys-KR12의 양이 증가할수록 각질세포와 섬유아세포 
모두 1일차보다 DNA의 양이 크게 증가하였다. 일반적으로 세포의 
수가 증가하면 대사활성의 총합과 DNA의 총량이 증가하게 된다. 
따라서 대사활성의 증가와 DNA 양의 증가를 통하여, 표면에 
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Figure 12. Fold changes in metabolic activity of (A) 
human keratinocyte (HaCaT) and (B) human dermal 
fibroblast (NHDF) cells (1-fold: metabolic activity on day 
1). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 in comparison 
to Pristine SF on each day.
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Figure 13. Fold changes in DNA content of (A) human 
keratinocyte (HaCaT) and (B) human dermal fibroblast 
(NHDF) cells (1-fold: DNA content on day 1). * p < 
0.05; ** p < 0.01 in comparison to Pristine SF on day 10.
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고정화된 Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식을 
촉진시킨다는 것을 확인하였다. 
4.3.3. 각질세포 분화에 미치는 영향
표피는 4개의 층으로 구성되는데 안쪽부터 바깥쪽 순으로 
기저층(basal layer), 가시층(spinous layer), 과립층(granular 
layer), 각질층(cornified layer)으로 이루어져있다. 상처가 생기게 
되면 안쪽의 기저층이 점차 가시층, 과립층, 각질층으로 분화하게 
된다[106]. 따라서 본 연구에서는 과립층의 분화 표지 단백질인 
인볼루크린 발현을 통해, 고정화된 Cys-KR12가 각질세포의 
분화에 미치는 영향을 평가하였다.
Figure 14는 Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 나노섬유 
지지체(K200, K500)와 Pristine SF, 그리고 대조군인 TCP 위에 
각질세포를 10일간 배양하였을 때, 각질세포에서 발현된 
인볼루크린을 웨스턴 블로팅한 결과이다. 대조군 단백질인 베타액틴 
대비 인볼루크린이 발현된 양을 비교하였을 때, 실크피브로인 
나노섬유 지지체 위에서 배양한 경우 전반적으로 대조군인 
TCP보다 인볼루크린이 많이 발현되었으며, 표면에 고정화된 
Cys-KR12의 양이 증가할수록 Pristine SF보다 인볼루크린이 
상대적으로 많이 발현되었다(Figure 14B). 
이러한 경향성은 면역형광법을 이용하여 인볼루크린을 염색한 
사진에서도 동일하게 나타난다. Figure 15에서 볼 수 있듯이, 
TCP보다는 실크피브로인 나노섬유 지지체를 사용한 경우에 
인볼루크린을 나타내는 녹색의 형광강도가 높았으며, 표면에 
고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 녹색의 형광강도가 
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Figure 14. (A) Western blot analysis and (B) normalized 
amount of expressed involucrin by human keratinocyte 
(HaCaT) cells cultured on TCP, Pristine SF, K200, and 
K500. * p < 0.05; ** p < 0.01 in comparison to Pristine 
SF.
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Figure 15. Immunofluorescence images of human 
keratinocyte (HaCaT) cells cultured on TCP, Pristine SF, 
K200, and K500. (red: F-actin, green: involucrin, blue: 
nuclei)
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높았다. 또한 F-액틴을 나타내는 빨간색의 형광사진에서 볼 수 
있듯이, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 세포들이 보다 
밀접하게 연결되어있으며, 둥근 모양이 아닌 각질화된 형태의 
모양을 띠는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 웨스턴 블로팅과 
면역형광법 결과를 통해서 표면에 고정화된 Cys-KR12가 
각질세포의 분화를 촉진시킨다는 것을 확인하였다.
LL37은 미토겐 활성화 단백질 인산화효소(mitogen-activated 
protein kinase, MAPK)군에 속하는 세포외 신호조절 
인산화효소(extracellular signal-regulated kinase, ERK)와 p38 
인산화효소를 활성화시키고[29, 32], 이를 통해 세포의 이동 및 
증식, 분화 등을 조절한다고 알려져 있다[107-109]. 하지만 
LL37의 항균성 모티프인 KR12의 세포 증식 및 분화에 관한 
연구는 보고된 바 없다. 따라서 본 실험에서 표면에 고정화된 
Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진시키는 기작은 명확하게 알 수가 없으나, 아마도 
LL37과 유사한 방식으로 세포 활성을 조절할 것이라 짐작해볼 수 
있다. 
4.3.4. 대식세포의 염증 반응에 미치는 영향
상처 치유 과정에 있어서 또 다른 중요한 부분 중 하나가 바로 
염증 반응이다. 염증 반응은 다양한 인자들에 의해서 일어나는데, 
상처 부위에서 일어나는 염증 반응 중 그람 음성균의 세포벽에 
존재하는 지질다당류에 의한 염증 반응이 가장 중요하다. 
지질다당류는 박테리아가 죽더라도 혈관을 타고 몸속으로 퍼져 
패혈증을 유발하여 몸 전체에서 염증반응일 일으킬 뿐만 아니라 
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심한 경우에는 사망에 이르게 한다. 또한 지질다당류에 의해 
발현되는 염증성 시토카인의 한 종류인 종양괴사인자알파는 
기질금속단백질분해효소(matrix metalloproteinase)의 합성을 
촉진하고 콜라겐의 축적을 저해하여, 결과적으로 상처 치유를 
지연시킨다[2]. 따라서 본 연구에서는 지질다당류에 의한 
대식세포의 종양괴사인자알파 발현을 통해, 고정화된 Cys-KR12가 
대식세포의 염증 반응에 미치는 영향을 평가하였다.
Figure 16은 실크피브로인 나노섬유 지지체 위에서 배양한 
대식세포에, 지질다당류에 의한 자극을 주었을 때 발현된 
종양괴사인자알파의 농도를 효소면역흡착측정법으로 측정한 
결과이다. 지질다당류에 의한 자극을 주기 전에는 모든 시료에서 
종양괴사인자알파의 농도가 50 pg/mL 이하로 매우 낮게 
측정되었다. 하지만, 지질다당류에 의한 자극을 주자 음성대조군인 
TCP와 Cys-KR12를 고정화 하지 않은 Pristine SF의 경우 
550-720 pg/mL까지 종양괴사인자알파의 농도가 급격하게 
증가하였다. 반면, 양성대조군인 용액상태의 Cys-KR12와 
실험군인 K200, K500에서는 종양괴사인자알파의 농도가 증가하긴 
하였지만, 80-200 pg/mL 수준으로 낮은 수준을 유지하였다. 특히 
표면에 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 발현된 
종양괴사인자알파의 농도가 낮았다.
LL37이 지질다당류에 의한 종양괴사인자알파의 발현을 억제하는 
기작은 대식세포의 지질다당류 수용체인 CD14 수용체에 
지질다당류가 결합되는 것을 방해함으로써 이루어진다. 
지질다당류는 일반적으로 지질다당류결합단백질을 매개로 CD14 
수용체에 결합한 뒤, 톨-유사 수용체4(Toll-like receptor 4, 
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Figure 16. Expression of TNF-α by mouse macrophage 
cells (Raw 264.7) stimulated by LPS (10 ng/mL) for 6 h. 
Cells were cultured on TCP, Pristine SF, K200, and K500 
samples prior to LPS stimulation. TCP and Cys-KR12 
peptide (20 μg/mL) were used as negative and positive 
control for each. ** p < 0.01; *** p < 0.001 in 
comparison to Pristine SF after LPS stimulation.
- 57 -
TLR4)와 복합체를 형성하여 엔에프-카파비(Nuclear Factor-κB, 
NF-κB)를 활성화시킴으로써 종양괴사인자알파를 발현시킨다. 
LL37은 지질다당류와 결합하여 지질다당류를 중화시키거나, 
지질다당류결합단백질과 결합하여 CD14와 결합하는 것을 
방해하기도 하며, CD14 수용체에 직접 결합하여 지질다당류의 
결합을 경쟁적으로 저해함으로써 종양괴사인자알파의 발현을 
억제한다[27, 28]. Jacob et al.[24]의 연구 결과에 따르면, 본 
실험에서 사용한 KR12 유도체(KR-12-a3)의 경우 지질다당류에 
대한 결합력은 낮지만 효과적으로 종양괴사인자알파의 발현을 
억제하기 때문에, LL37과 유사한 기작으로 CD14 수용체에 
경쟁적으로 결합하여 종양괴사인자알파의 발현을 억제한다고 한다. 
따라서 표면에 고정화된 Cys-KR12 역시 대식세포의 CD14 
수용체에 경쟁적으로 결합하여 지질다당류가 결합하는 것을 
방해함으로써 종양괴사인자알파의 발현을 억제하는 것으로 
생각된다.
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제 5 장 결    론
본 연구에서는 상처 치유에 있어 다양한 역할을 하는 인간유래 
카델리시딘 펩타이드(LL37)를 창상피복재에 이용하고자, LL37의 
항균성 모티프인 Cys-KR12를 전기방사를 통해 제조한 
실크피브로인 나노섬유 지지체 표면에 고정화하였다. 그리고 이에 
따른 표면 특성을 분석하고, 고정화된 Cys-KR12가 항균성 및 
세포 거동에 미치는 영향에 대해서 확인하였다. 그 결과 다음과 
같은 결론을 얻었다.
1. 항균성 펩타이드를 EDC/NHS와 티올-말레이미드 반응을 
이용해서 고정화한 결과, 모든 조건에서 90% 이상의 높은 반응 
수율을 나타냈으며, 주사전자현미경 사진을 통해 고정화 반응이 
나노섬유의 형태학적 구조에 영향을 끼치지 않는다는 것을 
확인하였다. 또한 양이온성의 Cys-KR12를 고정화함에 따라 
나노섬유 지지체 표면의 전하가 음전하에서 양전하로 
바뀌었으며, 표면의 원소 분석 결과 C-N 결합과 N/C ratio가 
증가하였다. 이를 통해 Cys-KR12가 실크피브로인 나노섬유 
지지체 표면에 성공적으로 고정화되었음을 확인하였다.
2. 고정화 밀도를 조절하여 그에 따른 항균성을 평가한 결과, 
고정화 밀도가 0.60 nmol/cm2 이상인 K200과 K500에서 
병원성 박테리아에 대해 높은 항균성을 나타내었다. 또한 
주사전자현미경 사진을 통해 표면에 고정화된 Cys-KR12가 
항균성뿐만 아니라 항바이오필름 효과를 나타냄을 확인하였다.
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3. 피부를 구성하는 각질세포와 섬유아세포의 세포활성과 DNA 
양을 측정한 결과, 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 
세포활성과 DNA 양이 1일차보다 크게 증가하였다. 또한 
각질세포의 분화 표지 단백질인 인볼루크린의 발현 정도를 
측정한 결과, 역시 고정화된 Cys-KR12의 양이 증가할수록 더 
많은 양의 인볼루크린이 발현되었다. 이를 통해 표면에 고정화된 
Cys-KR12가 각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 
분화를 촉진시킨다는 것을 확인하였다.
4. 그람 음성균의 세포벽 구성물질인 지질다당류에 의한 
종양괴사인자알파의 발현 정도를 측정한 결과, 표면에 
Cys-KR12를 고정화한 경우 종양괴사인자알파가 거의 발현되지 
않았다. 이를 통해 표면에 고정화된 Cys-KR12가 지질다당류에 
의한 대식세포의 염증성 시토카인 발현을 억제한다는 것을 
확인하였다.
5. 위의 결과들을 토대로 볼 때, 표면에 고정화된 Cys-KR12는 
항균성 및 항바이오필름 효과뿐만 아니라, 피부를 구성하는 
각질세포와 섬유아세포의 증식 및 각질세포의 분화를 촉진시키는 
효과를 가지며, 지질다당류에 의한 염증성 시토카인의 발현을 
억제하는 효과를 갖는다. 이러한 효과는 Cys-KR12의 모태가 
된 LL37이 본래 인체에서 가지는 다기능성에 기인하며, 표면에 
고정화 한 이후에도 이처럼 다양한 기능성이 유지된다는 것을 알 
수 있었다. 따라서 Cys-KR12를 고정화한 실크피브로인 
나노섬유 지지체를 창상피복재로 응용할 수 있으리라 기대된다.
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Abstract
Multi-functional Silk Fibroin Nanofiber 
Immobilized with Antimicrobial Motif 
of Human Cathelicidin Peptide (LL37)
Daewoong Song
Department of Biosystems & Biomaterials Science and Engineering
The Graduate School
Seoul National University
In this study, we immobilized antimicrobial motif 
(Cys-KR12) of human cathelicidin peptide (LL37) on 
electrospun SF nanofiber matrix using EDC/NHS and 
thiol-maleimide click chemistry in order to utilize 
multi-functions of LL37 as wound dressing application. After 
peptide immobilization, nanofibrous structure was well 
conserved. Ellman’s assay revealed that Cys-KR12 was 
successfully immobilized on SF nanofiber matrix with high 
reaction yield (above 90%). As a result of immobilization of 
- 81 -
cationic antimicrobial peptide, surface zeta potential was 
changed from negative to positive. XPS analysis also showed 
that atomic percent of C-N carbon and N/C ratio increased 
due to high lysine and arginine content of Cys-KR12.
High bactericidal activity was achieved in K200 and K500 
by means of increasing peptide immobilization density above 
0.60 nmol/cm2. In addition, biofilm was not developed in 
K200. Furthermore, surface-immobilized Cys-KR12 
promoted proliferation of keratinocyte and fibroblast cells 
with highly differentiated keratinocyte cells and suppressed 
LPS-induced TNF-α expression of macrophage cells. 
Consequently, Cys-KR12-immobilized SF nanofiber matrix 
could be a promising candidate as a wound dressing.
······························································
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